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Quels sont les procédés mis en qmuvre par les microbes 
‘ aérobies pour accomplir la combustion des corps ternaires? 
+  Ilest bien vraisemblable que cette combustion ne s’effectue 
" pas en une; seule fois, par une oxydalion intégrale et soudaine 
qui réaliserait d’emblée toute l’éuergie accumulée dans Ja ma- 
titre alimentaire. Nous comprenons mieux qu’elle s’effectue 
" plulét par une série d’oxydations plus ou moins profondes, 
__ ramenant graduellement le corps ternaire a des formes inter- 
}  mmédiaires de plus en plus simples, pour aboulir enfin aux corps 
a  brilés. 
Ce que nous savons des mucédinées ' milite en faveur de 
” cette opinion. Bien que ces étres soient, a juste titre, regardés 
comme des comburants énergiques, ils ne bralent jamais d’un 
| __ seul coup les corps ternaires : ils produisent toujours, durant 
tg _ cette combustion, un corps intermédiaire, l’acide oxalique, qui 
est bralé A son tour lorsqu’a disparu ou est devenu plus rare le 
sucre géuérateur. 


4. Ductaux: Chimie biologique, page 219. 
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Si les mucédinées, les mycodermes et les levures ont fait 
Vobjet d'études approfondies, dans l’ordre didées qui nous 
occupe, il semble que l’attention des biologistes se soit moins 
arrélée sur les bactéries aérobies, capables de vivre @ la maniére 
des mucédinées et d’aboutir comme elles aux corps brulés, grace 
A Vinlervention de Yoxygeéne de l’air dans les réactions qu elles 
provoquent. La question n’est cependant pas secondaire. Nous 
sentons tres bien que la découverte et l’étude des produits inter- 
médiaires formés dans le cours d’une combustion microbienne 
seraient parfois susceptibles de nous révéler le mécanisme * 
méme de cette combustion et, par la, de nous iniliery dans une 
certaine mesure, & la connaissance des phénomeénes profonds de 
la vie cellulaire. ‘ 

Ilyaplus : l’intérét réel et intrinséque d’une telle étude se 
double d’un certain intérét philosophique lorsque, envisageant 
les réactions chimiques de la vie, non seulement chez les mi- 
crobes, mais chez tous les étres, nous cherchons a rapprocher la 
combustion des corps ternaires par les microbes de leur synthése 
par les végétaux, 

_ Sur cette derniére, bien rares aussi se font les notions con- 
crétes en regard des ingénieux apercus de M. Beyer. S’il est 
démontré par l’expérimentation que les plantes vertes absor- 
bent l’acide carbonique de l’atmosphére pour en retenir le 
carbone, si des arguments de fait représentent l’aldéhyde for- 
mique comme le premier échelon dans cette marche ascendante 
du carbone, les données nous font défaut pour suivre la trans- 
formation de cette aldéhyde en une hexose. Nous pouvons aussi 
bien supposer que cetle transformation est le résultat immé- 
diat d’une polymérisation directe, englobant six molécules de 
formaldéhyde dans un mouvement unique de condensation; ou 
bien, qu'elle résulte d’une polymérisation en deux temps, qui 
produirait d’abord, a titre intérimaire, un sucre a trois atomes 
de carbone, isomérique de l’aldéhyde glycérique et de la dioxya- 
cétone. 

Tout donc, ou presque tout, est resté problématique dans 
Vhistoire physiologique des corps ternaires naturels, dans le 
mécanisme de leur synthése dans les végétaux et dans le méca- 
nisme de leur combustion par les microbes aérobies.. 

Sans doute, le rapprochement établi ici ne saurait impliquer 
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Pidée d’une connexion tres étroite entre les deux questions : je 
ne veux nullement dire que les plantes et les microbes aérobies, 
pour arriver a leurs fins opposées, suivent nécessairement une 
marche paralléle, et que les stades successits dans la voie syn- 
thétique soient identigues aux divers stades de la combustion. 
Néanmoins, il me parait que la conception de M. Beyer dans le 
domaine de la physiologie végétale suscite, dans le domaine de 
_ la microbiologie, les remarques et l'hypothése suivantes : si le 
proces nutriuif des plantes vertes est tel que nous l’avons ima- 
giné, s‘ilest vrai que ces-végétaux font d’abord de l’aldéhyde 
formique, puis des trioses, pour arriver jusqu’aux hexoses et 
pour monter plus haut, ne devient-il pas vraisemblable que les 
microbes pourront aussi faire des trioses et de l’aldéhyde for- 
mique? Non plus, sans doute, par un travail de construction 
qui accumulerait de l’énergie en partant des corps brilés, 
__— puisque ces étres dépourvus de chlorophylle ne sauraient emma- 
_. gasiner l’énergie solaire, mais, au contraire, par des réactions 
dislocatrices et exothermiques qui aboutiraient aux corps brulés, 
en s’altaquant aux hexoses, ou, en général, aux corps ternaires 
complexes créés par les végétaux a litre de réserves ? 
‘Je voudrais essayer de mettre cetle hypothése en contact 
avec la réalité des faits. J’essaierai de moutrer que non seale- 
»ment les microbes dont il est question font un sucre a 3 alomes 
de carbone, mais encore que ce sucre représente un terme de 
passage inévitable ou tous les corps ternaires complexes, 
hydrates de carbone etalcools polyatomiques, viennent se ren- 
contrer fatalement dans leur mouvement régressif de com- 
bustion. 
Maiss’ils suivent la méme voie, ces corps ternaires complexes 
y débouchent par des moyens différents, suivant la constitution 
chimique qui leur est propre : les hydrates de carbone complexes 
; sont préalablement dédoublés en hexoses, par !’action des dias- 
tases hydratantes; tandis que les alcools polyatomiques, subis- 
sant d’abord une oxydation ménagée,-sont transformés en 


~ sucres, aldoses ou céloses, construits sur le méme nombre 
4 


d’atomes de carbone que l’alcool générateur. Puis, tous ces | 
; sucres, quelles que soient leur origine, leur constitution chi- 
_ mique et Jeur structure moléculaire, sont invariablement rame- 


nés sous la forme d’un sucre 4 3 atomes de carbone, unique pour 
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tous, qui fait tourner vers la gauche le plan de polarisation. 
Enfin, ce sucre est lui-méme brale, mais non sans que nous ne puis- 
sions observer la formation concomilante d'aldéhyde formique, 
comme produit Lransitoire. Si bien que l'étude biologique de ces 
microbes aérobies nous mettra en situation de suivre, étape par 
étape, la marche rétrograde du carbone organique depuis les 
corps complexes synthétisés par les végétaux, lels que ’'amidon 
et la mannite, jusqu’aux corps bralés, en passant par les corps 
aldéhydiques en C'?, en C*, en C* et en C*: marche rigoureu- 
sement paralléle & celle que nous altribuons au carbone inorga- 
nique, lorsqu’il est puisé dans l’atmosphere et mis en cuvre 
par les végétaux. 

Avant d’entrer dans Je détail de ces expériences, je dois dire 
un mot des microbes étudiés et des liquides de culture que j’ai 
employés. : 

1° Tyrothrix tenuis. — Les spores de ce microbe, que je con- 


serve depuis plusieurs années dans des ampoules scellées, me. 
venaient des laboratoires de l'Institut Pasteur. Je me suis assuré © 


que le microbe possédait bien les caracteres exlérieurs et les 
propriélés biologiques que M. Duclaux lui a reconnus : en 
particulier il m’a donné de lacide valérianique, aux dépens de 
la caséine du lait, quil avail préalablement précipitée, puis dis- 
soute et digérée. . 

2° Bacillus mesentericus vulgatus. 

3° Bacillus subtilis. 

J’ai isolé ces deux microbes des macérations de foin, par le 
procédé classique. Ils présentaient les caractéres de forme et de 
culture sous lesquels on les a décrits. 

Ces trois microbes se développent, comme on sait, a la 
surface des liquides de culture, sous la forme d’un mince voile, 
ou d’une membrane plus ou moins épaisse. [ls sont réputés 
aérobies. Les propriélés comburantes du premier vis-a-vis des 
matitres albuminoides ont été déja mises en évidence par 
M. Duclaux. ; 

Daus le cours de ces expériences, ce n’étaient pointles spores, 
mais les individus adultes qui étaient introduits dans les liquides 
a étudier. Les spores étaient ensemencées dans du bouillon de 
viande qui fournissait, apres 4 jours d’ incubation, le microbe 
originel. ’ 


‘ 
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Le but visé dans ces recherches, qui était de découvrir les 
corps intérimaires, m’obligeait 4 recourir a des liquides de 


- culture dans lesquels la combustion des corps ternaires fut 


_ tres ménagée ; d’autre part, pour arriver 4 la combustion totale 


et intégrale de ces mémes corps, il me fallait employer des 
- liguides favorisant l’action comburante des microbes. 

J'ai rempli cette double indication en employant l’azote 
ammoniacal Torsqueye procédais a la recherche des corps intéri- 
maires d'un édifice moléculaire élevé, et Vazote organique 


lorsqu’il s’agissait d’arriver 4 la combustion complete. 


Liquide de culture a azote ammoniacal. 


Phosphate d’ammoniaque pur........ ee ay pour 
Sulfate d’ammoniaque pur,........... 0,50 § 100 c. c. 
Phosphate de potasse....... Phe ase ie 0,20 | 


» Dans ce liquide, additionné du corps ternaire a étudier, les 
microbes poussent tres bien a Ja condition qu’il soit bien neutre; 
sila réaction élait légerement acide apres la stérilisation a 
Pautoclave, il suffirait d’ajouler une ou deux goultes d’ammo- 
niaque : un léger excés de cet alcali ne nuit pas. 


Liquide de culture a azote organique. 


Ce liquide est du bouillon de viande, fait avec 1 partie de 
viande pour 2 parties d’eau. 
Les cultures se faisaient a 34-35°. 


I 


Parmi les corps ternaires naturels, Jes alcools polyatomiques 


-sollicitaient lattention & un titre tout particulier, pour cette 


faison que leur constitution chimique les éloigne davantage des 
corps bralés, et par conséquentles rend plus aptes que les autres 
corps ternaires a fournir, par oxydation, des termes de passage 
avant leur combustion complete. 
Nous savons d’ailleurs que les agents d’oxydation ménagée 
les transforment en sucres, aldoses ou cétoses, qui leur corres- 
ondent exactement, et dérivent d’eux par la transformation, 
soit del’un des groupements alcooliques primaires en un groupe- 
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ment aldéhydique, soit de l’un des groupements alcooliques 
secondaires en un groupement célonique. 
Il était donc indiqué d’éclaircir & ce point de vue l’action 
-oxydante de nos microbes. Par le fait, la science connait la for- 
mation de la lévulose aux dépens de la mannite, signalée par 
M. Brown‘, et vient d’enregistrer le cas intéressant d’un alcool 
polyatomique, la sorbite, qu'un microbe transforme en sorbose’. 
_ Voici comment j’ai pratiqué cette étude sur la mannite. Le 
liquide de culture avait la composition suivante : 


Manainter purest 2. octamer octet aaa 20 gr. 
Solution de'sels amimoniacaux....ssee eee 200 c.. ¢. 


Les microbes étant ensemencés dans cette solution neutre, 
les ballons étaient maintenus pendant 30 jours a l’étuve. Je 
distillais, en substituant l’acide citrique & Vacide tartrique 
habituellement employé pour retenir l’ammoniaque et mettre en 
liberté les acides volatils. Le résidu de la distillation était 
évaporé a sec, au bain-marie, puis repris par 60 c. c. deau 
distillée. Cette solution ainsi que le liquide passé 4 la distillation 
étaient étudiés au point de vue de la présence des corps aldé- 
hydiques. : 

Voici les résultats observés : pour les trois microbes, 1a 
solution du résidu réduit la liqueur de Fehling et est optique- 
ment active; mais tandis que le Tyrothrix tenwis et le Bac. mesen- 
tericus vulg. tiacant un corps dextrogyre, le Bac. subtilis a laissé 
un corps lévogyre : 


Déviations observées au tube de 20 c. c., avec la sol. du résidu. 


’ MOU MAMOUAOM 3 = oad oocbenos s67 Ge a= +1o4 
Bac. mesentericus DUlg So. os se a= tb 40.49 £ 
, HOC. GUUS ne ae Oe ee ss ak AE 


Nos microbes ont donc formé des sucres fixes aux dépens de 
la mannite; les deux premiers, probablement la d. mannose, et 
le troisiéme, probablement la lévulose; ces deux sucres étant 
ceux qui prennent conjointement naissance lorsqu’on oxyde | ia 
mannite par le brome ou par l’acide azotique. 

L’action de la phénylhydrazine acétique confirme ces vues. 


1, Voir Frrnsacn, Revues et analyses, dans ces Annales, 1888. 


, 
2, M. Bertranp, Communication a l’Académie des Sciences, 20 avril 1896. 
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Avec les solutions dextrogyres, j’ai obtenu, a froid, bien 
que lentement et en petite quantité, un précipité cristallisé 
d’hydrazone, ce qui est un caractére de la mannose; el a chaud, 
une osazone cristallisée dont, le point de fusion est trés voisin 
de 210°. 

Avec la solution lévogyre fournie par le bac. subtilis, je n’ai 
pas obtenu de précipité a froid; mais, a chaud, il s’est formé un 
faible précipité cristallisé dont le point de fusion est voisin 
de 205°. 

Mais ce n’est pas tout, et l'étude du liquide passé & la distil- 
lation n’est pas moins intéressante. 

Avec les cultures des trois microbes, le liquide distillé, qui 
est acide, réduit fortement la liqueur cupro-sodique et dévie a 
gauche le plan de rotation. Si on le distille une deuxiéme fois, 
aprés neutralisalion par le carbonate de chaux, il fournit un pro- 


duit neutre qui posséde les propriétés réductrices et le pouvoir 
optique du précédent. . 


Angle de déviation des liquides distillés. 


Avec le Tyrothria tenuis ...0....6.% 0c g = — 2028’ 
— Bac. mesentericus vulgatus....... gy = — 20167 
2 GTO UOMUOS ga cecum te ee cre Boi Oe a = — 1010’ 


Il s’est donc formé aux dépens de la mannite, en méme temps 
que les hexoses, un corps aldéhydique volatil dont la molécule 
est dissymétrique. 

Fait qui éveille au plus haut point attention, les solutions 
de cette aldéhyde, a l’inverse des solutions d’aldéhydes simples, 
ne colorent pas la solution sulfureuse de fuchsine : d’ow nait 
cette présomption que l’aldéhyde en question est a fonction 
complexe, et pourrait bien renfermer dans sa molécule asymé- 
trique le groupement mixte CH.OH — CHO, tout comme les 
aldoses également asymétriques el également indifférentes vis- 
a-vis du réactif précilé. 

En somme, nos microbes ont produit aux dépens de la man- 
nite deux corps réducteurs et optiquement actifs : une hexose, 
qui est dextrogyre ou lévogyre suivant le microbe mis en jeu; et 
un corps aldéhydique volatil, lévogyre, quel que soit le microbe 
eénérateur, et qui possede les propriétés générales des aldoses. 
Nous en ferons plus loin une étude plus complete. 
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Les petiles quantités de sucres fixes retrouvées dans les 
liquides de culture, l’apparilion dans ces liquides d’un corps 
aldébydique volatl, donnent & penser que les hexoses entrent 
elles-ménies en réaction sitdt formées, et, de plus, quel’aldéhyde | 
volatile ne proviendrait nullement de l’attaque directe dé la | 
mannile, mais pluldt de l’altaque directe des hexoses : que ces 
hexoses, en un mot, constitueraient des produits transitoires. 

Si cette maniére de voir est exacte, il se peut que, dans des 
conditions de culture tout autres, la mannite sott détruite sans 
que nous puissions retrouver les hexoses qu’elle engendre. C’est 
ce que observation vient démontrer. Si nous substituons le 
bouillon de viande a la solution des sels ammoniacaux sans . 
modifier en rien, par ailleurs, les conditions de culture, nous ne 
trouvons plus de sucres fixes dans le résidu de la distillation ; 


mais par contre, le produit de la distillation est .réducteur et — | 


lévogyre, comme dans l’expérience précédente. 
» 


Aprés 30 jours d’incubation : 
Liquide distillé, 


Avec le Tyrothria tenuis............+4.. a = — 1044! 
— i, WMesentertcus UuUloiracire ats @ == =~ 1 052% 
——hie BOCSISUULI gee taleh newer: trate eee a = — 1012’ 


Rien ne montre plus clairement combien importent ‘les con- 
‘ditions de culture et particuligrement la composition du milieu * 
nutriif dans l'étude des produits intérimaires : puisque cette 
dernjére expérience tendrait a nous suggérer que la formation 
de Paldéhyde volatile marque le premier stade de la combustion 
de la mannite, alors que ce premier slade est marqué par la © 
formation des hexoses. 

Remarquons que l’apparition de ces sucres dans le liquide 
minéral implique l’intervention de l'oxygeéne de lair, ainsi qu'un * 
dégagement de chaleur. La chaleur de combustion de la man- 
nite étant de 728.5 calories, el celle des hexoses de 673 calories, 
la réaction qui donne naissance aux hexoses peut étre figurée 
par les expressions suivantes : 


* 


‘ 4 OH OH H H OH OH 
[BO ee | 
CH20H i — b(n + 0 = H20 + CH20H — da eee fe. CHO + 45,5 cal, 
ol oh H th ol oH 4 i 
d. mannite, 


d. mannose 


: 7 ne ‘3 * : : 7 ) h: 
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et pour la lévulose : 
H H OH 
+ 

9 : d. mannite + 0 = H20 + CH20H - ( — j — — CO — CH20H + 55,5 cal. 
; oH oH i 
) _-__ Ainsi le carbone est respecté, l’atome d’oxygene qui inter- 


vient se porte sur l’hydrogéne exclusivement, soit que cet 
hydrogéne apparlienne au groupement alcoolique secondaire, 
d’ot Ja production de lévulose, soit qu'il appartienne au groupe- 
ment alcoolique primaire, d’ou la production de mannose. 


I ' 


Les relations de fonction et de structure qui existent entre la 
mannite et Jes sucres qui en Jérivent, impriment, @ priori, a . 
*étude de l’érythrite et de la glycérine un intérét marqué. 

Il est évident que Voxydation ménagée, provoquée par nos 
microbes, de ces alcools inactifs par symétrie moléculaire, suffi-. » 
rait pour introduire la dissymétvie dans ieur molécule, et pour 
les transformer par conséquent en sucres doués du pouvoir 
q rolatoire, construils sur 4 alomes et sur 3 alomes de carbone 
; comme les alcools générateurs. y 
* Lrexpérimentation ne vient pas confirmer ces vues, quant a 
l'érythrite naturelle qui, peul-élre a cause méme de sa structure, 
résiste 4 toute attaque. Dans Ja solution de sels additionnée 
: d’érythrite, la semence n’a pu se développer; et dans le bouillon 
additionné d’érythrite, le développement s’est fait aux dépens 
des éléments nutritifs du bouillon : méme aprés 15 ou 20 jours 
de culture, je n’ai pu retrouver aycun corps réducteur, ni aucun 
5 corps opliquement actif. 

Il en est tout autrement avec la glycérine qui, elle, est atta- 
quée quelle que soit la qualité de !’azote alimentaire. 
+: J'ai agi sur 100 c. c. de liquide renfermant 5 grammes,de 
4 glycérine.wAprées 30 jours @incubation, ces liquides, éludiés 
| comme je lai indiqué pour la mannile, ne m’ont pas donné de 
sucre fixe, mais les liquides recueillis a la distillation étaient 
réducteurs el lévogyres : 


Bouillon glycériné 45 °/. avec le Tyrothrix lenuist. « = — 136° 


4. Les liquides distillés provenant des cultures du Bac, mesentericus vulg. et 
du Bac. subfilis étaient aussi réducteurs et levogyres, 
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J’ajouterai que ces solutions aldéhydiques sont sans action 
sur la solution sulfureuse de fuchsine. 

Il nous est donc permis de conjecturer, d’une part, que ce 
corps réducteur volatil et lévogyre est identique 4 celui que 
fournissent les cultures avec la mannite; d’aultre part, qu’il 
joue vis-a-vis de la glycérine le rdle dela mannose vis-a-vis de la 
mannite : nous serions ainsi en présence d’un sucre a 3 atomes 
de carbone doué du pouvoir rotatoire, la glycérose aldéhydique 
lévogyre. 

C’est 14 un point qu’ilimporte évidemment d’éclairer de trés 
prés. Et comme, ainsi qu’on le verra plus loin, je n’ai pu isoler 
ce corps 4 l'état de pureté absolue pour déterminer directement 
son poids moléculaire; comme, de plus, les composés hydrazi- 
niques qu’il m’a donnés ne se prétent pas a Vanalyse, j’ai cher- 
ché des documents dans l'étude des corps fournis par les agents 
de réduction et les agents d’oxydation. ~ 

Je suis parti parallélement des solutions pures‘ d’aldéhyde 
fournies par |’action du Tyrothrix tenuis sur la mannite et sur la 
glycérine : disons tout de suite que ces solutions se sont con- 
duiles de méme. ' 

Si on les traite par ’amalgame de sodium a 1 0/0 en pré- . 
sence de traces d’acide chlorhydrique, l’on observe'que leur pou- 
voir optique diminue & mesure que diminue leur pouvoir réduc- 
teur : si bien que Vinactivité optique est acquise lorsqu’ont 
disparu leurs propriétés réductrices. Il s'est donc formé un alcool 
ou des alcools dont la molécule est symétrique. 

Le liquide neutre est distillé au réfrigérant ascendant, et le 
produit, qui représente 10 04 du liquide total, est étudié au 
compte-gouttes de M. Duclaux. Voici les résultats : 


Alcool en volume Nombre de gouttes 
déterminé par la méthode du flacon a 150 * 
‘ 2 0/0" 126 1/2 


a 
Ce chiffre se rapproche du chiffre spécifique de l’alcool iso- 
propylique (122); mais l’écart, qui est notable, vu la streté de la 


méthode, faisait soupgonner un mélange et prescrivait une étude 

4. J’entends par solutions pures d’aldéhyde celles qui proviennent d’une double 
distillation des cultures : la premiére aprés addition d’acide citrique pour retenir 
Pammoniaque; la deuxiéme, aprés neutralisation au carbonate de chaux pour 
retenir les acides volatils qui sont passés a la premiére. 
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plus compléte. J’ai donc réduit et distillé comme ci-dessus de 
nouvelles quantités de solution aldéhydique, et les diverses frac- 
tions recueillies étant réunies, j’ai saturé par le carbonate de 
potasse sec. J’ai pu séparer ainsi environ 2 ¢.c. 1/2 d’un liquide 
a odeur alcoolique et éthérée, rappelant celle de l’acétone pure. 

Distillé au bain-marie, dans un tube A essais muni d’un ther-~ 
mométre, ce liquide passe 4 86°-87°, et laisse des traces d’un 
résidu liquide qui dégage ]’odeur piquante et alliacée de l’alcool 
allylique. 

Knfin, le produit rectifié est dilué a 40 c.c.; une partie de ce 
mélange est directement traitée par l’iode et le carbonate de 
soude, suivant les indications de M. Miintz; ilse forme des traces 
& peine sensibles d’iodoforme qui troublent tres faiblement le 
liquide apres refroidissement, mais que le microscope permet 
de reconnaitre; la deuxiéme part du liquide, égale ala premiere, 
est distillée aprés addition de bichromate de polasse et d’acide 
sulfurique en proportion trés faible ; et cette nouvelle liqueur est 
trailée par le procédé de M. Miintz:j’ai obtenu cette fois, a chaud, 
un abondant précipité d’iodoforme qui témoigne de la formation 
d’acétone par |’oxydation de I’alcool étudié. Des lors nous som- 
mes complétement fixés puisque toutes ces indications conver- 
gent : la réduction du corps aldéhydique a fourni de lalcool iso- 
propylique mélé d’une faible quantité d’alcool allylique et de traces 
dacétone. 

Ce renseignement est incomplet et incertain, puisque aucune 
aldéhyde dissymétrique ne sauraitscorrespondre direclement a 
ces alcools ; mais sa signilication n’en est pas moins précieuse. 
Il est infiniment probable que notre aldéhyde est construite sur 
3. atomes de carbone comme les alcools qui en dérivent; et de 
plus que ceux-ci résultent d’une réduction trop profonde : il 
devient, par suite, probable aussi que lalcool correspohdant a 
notre aldéhyde, s'il n’a pas été complétement entrainé par le 
mouvement de réduction, doit se retrouver dans le liquide qui 
n’a pas traversé le réfrigérant pendant la distillation. 

Les résidus de ces distillations sont donc réunis, puis comple- 
tement évaporés dans le vide sec. Il reste des cristaux de chlorure 
de sodium que je lave avec un mélange 4 parties égales d’alcool 
et d’éther anhydres. Par évaporation a une douce chaleur, ce 
mélange abandonne en petite quantité un sirop soluble dans 
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Valcool, insoluble dans |’éther, et qui fournit, par distillation sur 
anhydride phosphorique, de l’acroléine facile & reconnailre a ses 
caracleres si marqués el a ses propriétés réductrices. Le liquide 
sirupeux était constitué par de la glycérine. 

Voici que nos présomptions s’alfirment et se précisent, puis- 
qu’a la glycérine correspond une aldéhyde dissymétrique. 

Voyons maintenant ou vont nous conduire les agents d’oxy- 
dation. . 

Par distillation des solutions lévogyres avec le bichromate 
de polasse et l’acide sulfurique, j’al oblenu uniquement des corps 
optiquement inactifs, parmi lesquels l’acide formique et des 
traces d'une aldéhyde simple. 

Par l’oxyde d’argent, a la température de 80°-90°, j'ai obtenu 
un sel cristallisé facile 4 déterminer : 


* 


Poids du sel=0,1212. Argent obtenu : 0,0786 soit : 64,70 0/0 
Calculé pour,C? H? Ag0? = 64,67 0/9 


Ces procédés d’oxydalion trop énergiques disloquent done la 
molécule; mais les résultats sout tout autres par l'emploi de 
Pacide azolique étendu. 

100 c.c. de solution d’aldéhyde, produisant un angle de dévia- 
tion de 2°-3°, sont addilionnés de 5 c.c. dacide azotique pur. On 
chautle au bain-marie progressivement jusqu’a ce que la réaction 
commence, ce qui est rendu visible par la coloration verte du 


mélange elle dégagement de quelques bulles de gaz. On conti- ~ 


nue l’évaporation sans dépasser 75° a 80°, en modérant au besoin 
la réaction par de, légéres affusions d’eau froide. Lorsqu’il ne 
reste plus que 5 46 .c. de liquide, l’évaporation est continuée 
dans le vide sec sur la chaux; et on chasse complétement l’exces 
dacide. azolique par deux additions d’eau (5 a 6 c.c.) suivies de 
concentrations dans le vide sec. . 

Il reste un sirop de saveur acide franche dont les solutions 
sont dextrogyres et restent dextrogyres apres neutralisation par les 
alcalis. J'ai préparé les sels de chaux, de baryte et de plomb : le 
premier réduit la liqneur de Febling, ainsi d’ailleurs que le fait 
Vacide libre par une ébullition prolongée. 

Quant aux sels de plomb et de baryte, j’ai inutilement essayé 
de les obtenir sous la forme cristallisée par évaporation sous le 
dessiccateur. La solution plombique laisse bien se séparer d’abord 


* 


|| 
i 
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quelques grains cristallisés, durs et pesants, mais bientot le’ 
liquide se prend en masse gommeuse. Si on reprend le mélange 
par l'eau froide en petile quantilé, on arrive 2 8éparer la poudre 


cristalline qui est peu soluble. Apres dessiccation, le dosage du 
lomb a donné : 


+ 


* Poids du sel = 0sr,032; sulfate de plomb obtenu * 0,0222. 
Correspondant a Ph = 49,40 0/0; calculé pour (C® H® 0‘)? Pb: 49,64 0/0. 


Le sel de baryte n’a pas cristallisé sous le dessiccateur; sa 


solution aqueuse a donné, par l'alcool, un précipité en partie 
amorphe, en partie cristallin dans lequel j'ai dosé la baryte. 


1, Précipité cristallin qui s’est déposé sur les parois, aprés la formation 
du précipilé amorphe : 


Poids du sel = 0,0226; sulfate de baryte obtenu : 0,0154. 
Correspondant 4 Ba : 40 0/0. Calculé pour (C? H® 0*) 2 Ba 39, 48 0/0. 
2. Précipité amorphe immédiatement formé par l’alcool. 


Poids du sel lavé & l’alcool et desséché : 0,1016. 
Poids du sulfate de baryte obtenu : 0,0660. 
Correspondant a Ba = 39,83 0/0. 


Nous avons bien affaire a lUacide glycérique droit. 

Notre aldéhyde prend doncsa place entre la glycérine etl’ acide 
glycérique : en outre du groupement spécifigue CHO, elle ren- 
ferme encore, comme la glycérine et l’acide glycérique, les 
groupements spécifiques des fonctions alcool primaire et alcool 
secondaire ; c’est une aldose a 3 atomes de carbone. 

Remarquons en passant le cas curieux de cette aldéhyde 
déviant & gauche, qui correspond et aboutit effectivement & un 
alcool optiquement inactif et 4 un acide déviant a pee: 

Nous relevons l’inactivité optique avec g' = g ’, la transfor- 
mation du groupement aldéhydique en un groupement alcooli- 
que ayant ramené Ja symétrie dans la molécule : 

: H 
cHo — & — cHOH 
g=3t OH ge=al 


etl’aldéhyde étant lévogyre avec g > 8°: 
i H 

CH20H — é — CHO 
gi=z31 OH g?=29 


. ¥ P ® 
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acide devient dextrogyre avec g' < g° 
H 
| 

CHROH — G — C0.0H 
| 


Gla ots OH 92745 


c’est-a-dire que !'interversion dans la valeur relative des deux 
groupements envisagés coincide avec l’interversion dans le sens 
du pouvoir rotatoire. 

Or ces coincidences sont bien conformes, non-seulement aux 
idées actuelles sur les relations gui existent entre le pouvoir 
rotatoire et la présence du carbone asymétrique, mais aussi a 
Pune des notions que les recherches de M. Guye tendent & intro- 
duire dans la science * 

Le mécanisme de la combustion des alcools polyatomiques se 
trouve singuligrement éclairé par ces recherches, tout au moins 
danssa premiere phase : ces corps sont transformés en sucres ren- 
fermant un nombre d’atomes de carbone égal a celui de l’alcool 
générateur, puis ces sucres sont eux-mémes transformés en gly- 
cérose lévogyre. Il est est bien évident qu’avec la glycérine, les 
deux termes se confondent, puisque le sucre qui lui correspond 
est précisément cetle glycérose. 

I] faut noter que notre étude s’est bornée a celle des alcools 
polyatomiques naturels qui renferment deux fois le groupement 
alcoolique primaire. Jl serait éminemment intéressant de recher- 
cher ce qu'il adviendrait des alcools polyatomiques ne renfermant 
qu'un seul groupement CH’°OH : nous sommes, en effet, en 
droit d’espérer que ces corps, tels que le butylglycol et le propyl- 
glycol, s’ils peuvent, au méme titre que la mannite et la glycé- 
rine, entrer dans le processus nutritif de nos microbes, nous 
fourniront des corps aldéhydiques doués du pouvoir rotatoire, 
dont le premier, construit en C‘, serait un stéréoisomere de l’al- 
dol de Wurtz; dontle second en C*, homologue inférieur du pré- 
cédent, correspondrait 4 un acide sihylidonolacimms opliquement 
actif. Je pousse mes recherches dans cette voie. 


Ill 


Avant de revenir aux recherches biologiques, je crois devoir 
dire quelques mots des propriétés de cette glycérose. 


° 


A, Guy. Sur le produit Vasymétrie. Thése, 1892. 


‘» 
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Cette digression se justifie par ce fait que le caractére de 
stabilité ou'd’instabilité de ce corps vis-a-vis des agents physico- 
chimiques pourra nous fournir quelques indications utiles sur 
le point de savoir s'il réagira, et comment il réagira, vis-a-vis des 
microbes qui Jui donnent naissance. 

Les essais faits en vue del’obtenira l'état pur et sec n’ont pas 
complétement réussi. Il passe presque réguligrement avec l’eau 
dans la distillation; il se disloque lorsqu’on le distille sur le 
chlorure de calcium fondu, sans doute a cause de fa faible alca- 
linité que possede souvent ce produit : les distillations fraction- 
nées ne nous sont d’aucun secours. 

L’éther ne l’enléve pas a ses solutions aqueuses; il ne forme 

pas de composés cristallisés avec le bisulfite de soude ou l’ammo- 
niaque, a l’inverse des aldéhydes simples quel’on peut, grace a 
cela, isoler et purifier. 
. Je me suis donc arrété jusqu’ici au procédé suivant : les 
solutions pures de glycérose obtenues par la double distillation 
des cultures sont concentrées dans le vide sec, ce qui entraine 
des pertes trés notables. Lorsque ces solutions produisent un 
angle de déviation voisin de — 5°, je les additionne de carbonate 
de potasse sec : la glycérose se sépare lentement, en goultelettes 
huileuses qui se réunissent a la surface du liquide. 

Mais le produit n’est pas pur, comme l’indique sa réaction 
fortement alcaline: il retient une proportion quelconque de 
solution alcaline, sur laquelle on ne saurait le rectifier. Aprés 
décantation, j’ajoute, jusqu’a neutralisation exacte, de l’acide 
tartrique en solution alcoolique, puis un volume d’un mélange a 
parties égales d’alcool et d’éther anhydres. Aprés 48 heures de 
repos, il suffit de fillrer pour obtenir une solution neutre de gly- 
cérose, d’ou l’on chasse facilement l’éther. Il est malheureuse- 
ment plus difficile de chasser]’eau et l’alcool quis’y trouventencore 
mélés : on observe en effet, lorsqu’on abandonne le mélange 
sous le dessiccateur, que le pouvoir rotatoire varie incessam- 
ment et n’arrive pas a la fixité, comme si la glycérose disparais- 
sait presque aussi vite que l’alcool et l’eau qu'elle renferme : mais 
il-est permis de supposer que ce procédé me donnera un produit 
pur lorsque je pourrai disposer d’une quantilé notable de 
matiére. 

Ainsi isolée, la glycérose constitue un liquide demi-sirupeux, 
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Be’ soluble dans l’alcool et dars l’eau, insoluble dans l’éther; sa * 
EY saveur, d’abord chaude et un peu piquante, puis sucrée, rappelle 

la saveur de la glycérine. | 
g La réaction de la phénylhydrazine, dans les conditions | 
E d’ expérience oft j’ai di me placer, n’ariende ¢: iraclérislique. Lors- 

4 qu'on ajoute a 50 c. c. d’une solution pure et lide de vlycérose 
: . marquant un angle de — 5°, des proportions convenables d’acé- 

ae tate de soude, d’acide acétijue et de phénylhydrazine incolore, et 

P que l'on continue & chauiler au bain-marie, il se précipite en 

a pen de temps un liquide huileux qui par le refroidissement se 

a prend en masses cireuses. Mais si on laisse agir la phénylhydra- 

i zine & froid, il se produit un trouble laileux, el apres 2 ou 
a 3 minutes, on voit se former sur les parois du vase des prismes 

= transparents et incolores; quelques légéres secousses imprimées 

, au liquide suffisent alors pour provoquer une abondante cristal- 


lisation. Nous avons la une hydrazone cristallisée. 

Mais celle hydrazone s’altére rapidement. Elle jaunit déja 
| dans le sein du liquide ov elle s’est formée, brunit fortement 
pendant les Javages et sous’ le dessiccateur, il arrive méme, 

si on essaie de la pulvériser aprés dessiccation, qu’elle prenne 
en partie la consistance demi-visyueuse. Aussi les seuls ren- 
seignements que je puisse donner sont ee. AES solvtions 
dévient & gauche, et usona point de fusion n’est pas éloigné 
de 73°. . 
Nous sommes loin des résultats que nous pouvions espérer, 
z d’aprés les résultats mémes de M. Fischer. Je ferai seulement 
= remarquer a ce sujet que j’ai agi sur des solutions de glycérose 
d’une concentration queleonque et sans doute encore tres éten- 
dues; que cette glycérose est l’aldéhyde glycérique sous une de 
ses formes stéréoisomériques, taudis que Ja glycérose de M. Fis- 
cher est surtout constituée par la dioxyacétone; et enfin quil 
est bien possible que, malgré mes elforts dans ce sens, je n’ale 
pas encore acquis l’habileté nécessaire pour dominer ces délicates 
* réactions. 

Je tenais cependant a signaler toutes ces lacunes que je 
m’efforcerai de combler, parce que leur disparition nous permet- 
trait de vérifier si cette glycérose d’origine microbienne pourrait 
se polymériser en une hexose, ou entrer en réaction avec la 
dioxyacétone pour donner naissance a la fructose de M. Fischer; 


_ pour-vérifier aussi si la réaction de Kiliani-Fischer nous permet- 


- trait la synthése d’un sucre & 4 atomes de carbone en partant de 
ce sucre a 3 atomes. 
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La glycérose posséde un pouvoir rotatoire spécifique pour une 


_ méme température ; 


SOMMIOM MNWMAles. Wotde O.k cst Lee a = — 4024’ 

* | CeO, Quien hai tate oie ee a = — Qo{Q’ 
a esa) ON nseacncietenie wetes ooacoen ao = — 106’ 

— an 1089 portance rtne ab oe =] = WRG 


_ La glycérose réduit énergiquement Ja liqueur de Fehling, a 


~chaud, ainsi que la solution ammoniacale de nilrate d’argent. 


Méme a froid, elle réduit instantanément la solution alcaline 


_@iodure double de mercure et de potassium. 


Les alcalis Ja brunissent et la détruisent rapidement, & une 
température peu élevée : chatiffée vers 70° avec de la chaux, elle 
esl presque instantanément et entigrement disloquée; le liquide 
renferme alors du formiate de chaux. 

Les acides minéraux, méme tres étendus, l’attaquent a chaud : 
la liqueur acquiert la propriété de colorer les solutions sulfu- 
reuses de fuchsine. 

La radiation solaire ]’atteint rapidement : une solution dont 
Yangle de déviation se mesurait par 2° 40’, additionnée de quel- 
ques gouttes d’un lait de chaux, est devenue optiquement inac- 
tive apres une journée d’insolation : le liquide renfermait du 
formiate de chaux. m 

Bien plus, la dislocation se poursuit dans l’obscurité aprés 
que la lumiére solaire l’a mise en train : laméme solution que 
ci-dessus, aprés 2 heures d’insolation, marquait encore — 1° 50’; 
maintenue ensuite dans l’obscurité, son angle de déviation aprés 
16 heures était descendu a 54’. Je dois méme dire qu’a cause de 
la petite quantité de chaux ajoutée, la solution était devenue 
neutre, et il est par conséquent trés possible que Vinactivité 
optique ett été atteinte avec une plus forte peopeniion de 
chaux. 

Si nous remplacons la chaux par du carbonate de chaux pour 
maintenir la neutralité du liquide, la dislocation ne s’effectue 
qu’avec une grande lenteur : 

28 
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8 mai 1893. Angle de rotation initial....... a = — 2010’ 
23 mai — okt eta a eee a = — 1042’ 
45 juin — ey Ma ee eo = — 1048’ 
45 juillet = EC Tat ee ee, 
45 aout — as > NMR ene aS a he! 
15 septembre — Nice eS Sy 


L’aclion comburante s ’alténue considérablement & mesure 
que la dilution se prononce, si bien que nous ne pouvons atteindre 
l'inactivité optique. Il se forme ici de l’acide formique, mais 
aussi une aldéhyde & fonction simple qui colore fortement la 
liqueur sulfureuse de fuchsine déja aprés le premier jour d’inso- 
lation. La persistance de la glycérose dans la liqueur ne nous a 
pas permis de déterminer cette Te qui est probablement 
Valdéhyde formique. 

Ce que nous pouvons déduire ten ces documents, c’est que la 
glycérose lévogyre posséde une tendance tres accusée a entrer 
en réaction surtout vis-a-vis des-agents d’oxydation. Elle est 
peu stable, et sa dislocation fournit des.corps en C’, l’aldéhyde ou 
acide formigque. Ce sont des notions qu’il y aura lieu de se rappe- 
ler plus tard, lorsque nous étudierons l’action de nos microbes 
sur la glycérose. 


IV 


Les recherches antérieures sur les alcools polyatomiques nous 
conduisent naturellement a |’étude des hexoses; mais il est évi- 
dent qu’avec celles-ci viendra se confondre l'étude des hydrates 
de carbone supérieurs, tels que l’amidon et les bihexoses, si nos 
microbes sécrétent les diastases capables d’hydrater et de dédou- 
bler ces corps. 

L’expérience montre bien qu’il en est ainsi. 

Dans 100 c. c. de solution nutritive additionnés de 2 gr. de 
fécule de pomme de terre, le Tyrothria tenuis s’est bien développé, 
et apres quelques jours il était facile de constater les propriétés 
réductrices du liquide. 

Apres 30 jours, l'amidon étant complétement dissous, le liquide 
de culture fournit 4 la distillation une solution réductrice et 
lévogyre : il s’est donc formé de la glycérose. Quant au résidu, 
il est réducteur et dextrogyre; et, de plus, bien que liode ne lui 
communique aucune coloration, il fournit par l’alcool un préci- 


+ 
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- pité que l’acide sulfurique dilué transforme & chaud en un corps 
qui réduit la liqueur cuprosodique. 
L’amidon a donc été transformé en dextrine, en sucres fixes et 
en glycérose. 
Si nous répétons I’ expérience avec du bouillon additionné de 
2 0/0 de fécule, l’étude du liquide, aprés 30 jours d’incubation, 
. nous permet de retrouver encore la glycérose, mais non la dex- 
-trine ni les sueres fixes. Tous ces corps ne se forment qu’a titre 
intérimaire et sont détruits pour aboutir ala glycérose. 
Le maltose est transformé en glycérose aprés avoir été au 
préalable dédoublé en glucose. 

L’examen d’un bouillonadditionné de 10 grammes de maltose, 
que jai pratiqué apres 20 jours de culture, a donné, le résidu de 
la distillation étant ramené & 100 c. c., volume initial du liquide: 

Déviationa 17° = 13"4 correspondant a 2,767°,, de glucose. 

Dosage du sucre réducteur, par réduction=2,770°/, de glucose. 

Tout le maltese a subi le dédoublement diastasique. 

Quant.au produit de la distillation, il est réducteur et lévo- 
gyre. ; 


L’étude du sucre de canne nous arrétera un peu plus long- 
temps, parce que son dédoublement donnant naissance a deux 
sucres isomériques, il est intéressant d’examiner si les microbes 
font un choix entre les deux isoméres. La solution de ce point 
-_exige quelques analyses des mélanges de sucres divers 
_ __ saccharose, glucose et lévulose. Ces analyses ont été pratiquées 
, i Vaide des procédés usuels; linterprétation des données pour- 

suivie a l’aide des documents consignés dans la these substan- 
lielle de M. Grimbert *. 
Tyrothrix tenuis > dans 100 c. c. de solution minérale ren- 
_ fermant 5 grammes de sucre de canne. 


Apres 30 jours d’incubation, le liquide distilié est réducteur ~ 


et lévogyre : il renferme de la glycérose. 


4. Grimperr : Fermentation anaérobie produite par le Bacillus orthobutylicus. 
Ces Annales, 1893. 
Pouvoirs rotatoires, Coefficients saccharins. 
Saccharose : 
[a|p + 67°31 _ + 45620 
Glucose anhydre : ana 
fo|po + 52°50 + 0 018796p +0,000517p? + 28065 


Lévulose anhydre : 
[o}n —104°38 — 0,56t 4 0,108 (p—10) — AsO719 +- 0,0058te + 0,000038t2 
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.Résidu de l’éyaporation a sec repris par 100 c. c. deau + 
Déviation en degrés saccharimétriques ties — 04,46 a 170 
SOMMER AOI RAU OR Wer bods 45.00.0065 0090 2,05 °/o 
= apres interversion......... 2,05 °/o 
d’ou nous tirons : 
Saccharose restant..........0+ssseeeseeee es gina 0,00 
Glucose sad Comoe eRe oes wa eeeel atte a Nye etcetera 1.304 
Liévulog@rtee oo eae ae *.. 0,746 * 


lévogyre. 
Résidu porté a 100 c. c.: 
Deviation A 170..... Pn tm eee + 14,10 
Sucre réducteursccsenses cies dere eee oe = (sr, 454 °/o 
— apres interversion.......... = 0st, 454 0/o 

d’ou 
Saccharose. restant merci cs ont ahaa terrier = Osr,00 
(GIUCOSES sreaee acne ele gre cnet eres ce ewines a= (Ge slits) 
Leyulose aiynas. alien ace eee eee: = 08r,0823 


Tyrothrix tenuis : dans 100 c. c. de bouillon a 10°/, de sac 


charose apres 30 jours : liquide distillé réducteur et lévogyre. | 


Résidu de la distillation porlé a 100 c. c. 


Deviation ae Ae te eee ee Rep 4 = + 446 
Suere réducteur 7. aa eee, eae =. 3,18 ¢fo 
Aprés intemrergon 4. ccnnmes coe lee 8 aR 3,18 0/o 
D’ou : 

Suecharose restanit..s sa. savas eer ee eee ee) 
Glucose *restant<.-<:cor ett eee ee ae Se Pe! 

i. “ * 
LE WulOS@ nat ha). aace cp wane nate emer = 0,47 


Dans toutes ces expériences, le Tyrothrix tenuis allaque de 
préférence le lévulose, pour laisser un résidu de glucose. 
Passons au Bacillus mesentericus vulgatus. 


Dans 100c.c. de bouillon & 10 °/, de saccharose aprés — 


15 jours : liquide distillé, réducteur et lévogyre. 
Résidu porté a 100 c. c. donne : 


* 
pa ’ s - - 
Déviation A> 2002.7 7. heen + 04,2 
Sucre réductétp:cs eee ee oe ges ss 1,94 0/9 
— aprés interversion ........... 2,50 0/9 


Tyrothrix tenuis: dans 100 c.c. de bouillon et 5 grammes > 
de saccharose aprés 20 jours: liquide distillé réducteur et 
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a |S ‘ 
e- Dou: : 
Saccharose restant .............. aaa A 0,532 0/o 
? ieee Cn? OIE Coca RC RNIO Ran cas Pores Gh Hinien eee nee 0,985 
CNA Sema tirs  ceises si.5s a ne ea Re ce 0,965 
Apres 25 jours : 
Saechanosennestanites,. oust oon tea tes 0 
CM COSC mene ex, een Sor sis oa Oe eee 0,365 
DEN UNO Se ae try een et Meat Se he Rone 0 4 
> 7 = } mi 4 
Comme le précédent, ce microbe attaque de préférence le ag 
lévulose. a 
___-~-Voyons s’il enserait de méme avec le Bacillus subtilis. aa 
; Aprés 15 jours : ie 
* Dans 100c. c. de bouillon renfermant 10 grammes de saccha- on 
rose. . a 
WEvigtioMMpatl Lo -Pxckhnoceik hele oe oe hock 8 — 9450 ; 
Slleremrediulcheuraterrt inn marc. Fea oe eS 3,509 9/o 
De — aprés interversion............ 3,509 d 
4 Dot:  ie7 
ACR MAL OSE Lie his kas seem tas BE Gs caphaee oes : 0 F 
PeUmOse Ves aniie cee tte caie ay. aos a eeel wes 1,958 c: 
Gn eOseh tee Sue or onset. Ae etna aera 1,551 a 
Aprés 25 jours : ; 
= MSC CIAMOSE reat tir. Siecae ince G/ apstone oor V ieee hei 0 7 4 
3 Ss ESOC s Ree pote atone S00 mc ieledeseiotsheisntanere ate 0,650 fF. 
y GIROSC eR ee tec oe ie eee ees 0,110 e 
A Vinverse des deux premiers microbes, le subtilis altaque de “7 
préférence le glucose*pour laisser un résidu de lévulose, et ainsi fi 
. ia ° r A bed * . r 
« nous releyons une différence intéressante entre ces étres. S 
4 Mais l’intérét principal de ces observations resterait inapercu, he 
si nous “ne les rapprochions des observations relatives 4 l’oxy- 
dation dela mannite. Or ce rapprochement met en relief cette s 
singuliére coincidence : les microbes qui, dans le mélange des ; 


deux sucres isomérigues formés aux dépens du saccharose, atta- . \ 
quent de préférence le lévulose pour laisser du dextrose, sont 
~ ceux-la mémes qui, aux dépens de la mannite, nous ont fait de 
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a la mannose, sucre aldéhydique dextrogyre comme ce dextrose ; 
3 | et deméme, le Bac. subtilis qui, dans cette expérience sur le sucre 
de canne, laisse un résidu de lévulose, est celui-la méme qul 
nous a fait de la lévulose en partant de la mannite. 

Aussi, notre interprétation relative 4 l’oxydation de la man- 
nite pourrait-elle étre suspectée. I] se pourrait bien que nos mi- 
crobes, au lieu de faire chacun une seule hexose, mannose ou 
lévulose, fissent chacun les deux sucres isomériques, dont l'un 
serait bralé plus rapidement que Yautre, qui resterait comme 
résidu. 

Il y a plus : envisageant la combustion de la glycérine sous 
le méme jour, nous devons nous poser la question de savoir si 
la glycérose aldéhydique lévogyre, reconnue dans le cours de ces 
recherches, serait bien le sucre unique issu de cette oxydation; « 
ou sil ne se formerait pas, concurremment a celui-ci, un sucre 
cétonique isomérique, Ja dioxyacétone. ' ‘ 

Comme on le voit, nous sommes irrésistiblement poussés, 
par la seule observation des faits, vers l'étude d’une des faces 
de ce probleme posé par Pasteur: celui qui est relatif a la for ma- 
tion des corps doués du pouvoir rotatoire, par l’action de la cellule 
vivante sur les corps inactifs par symétrie moléculaire. Ce sera 
Ja Pobjet d’une étude spéciale. 

Ce qui ressort nettement de cette partie de nos recherches, 
c’est que les bihexoses et l’amidon sont ramenés sous la forme 
de sucres simples, aldoses ou cétoses, par l’action des diastases 
hydratantes; et que ces sucres sont a leur tour transformés en 
glycérose. 
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V 
nS Nous voici arrivés au point culminaht et critique de ces 
recherches. Tous les corps complexes, alcools polyatomiques et + 
hydrates de carbone sont venus se rencontrer ici, et ont tous 
revélu la forme plus simple d’un sucre en C*. Il s’agit de savoir 
si les microbes arrétent ici leur travail de He cmeiions ou si ce 
sucre n’entrera pas en réaction, tout comme les sucres dont il 
dérive. ; 

Sur ce point, nous en sommes encore réduits aux conjectures. 
Aucune des expériences exposées jusqu’ici ne saurait étre 


Fo 


‘ 


COMBUSTION DES CORPS TERNAIRES. 439 


invoquée comme une preuve. Cependant le peu de stabilité de la 
glycérose vis-a-vis des agents physico-chimiques fait prévoir sa 
faible résistance vis-a-vis des cellules vivantes. 


L’expérimentation pourra faciJement nous éclairer : il suffira 


« . x > * el . 5 Ve 
de suivre, 4 l’aide du polarimétre, son apparition, son accumu- 


lation et sa disparition éventuelle dans les liquides de culture. 

[Il m’a paru qu'il y aurait intérét A partir des aldoses, plus 
rapprochées des corps bralés que les alcools ou les bihexoses : 
le bouillon qui favorise, comme nous l’avons vu, la combustion 
des corps ternaires, a été employé comme aliment azoté. 

Mais j’ai fait @abord une premiere épreuve dans la solution 
des sels ammoniacaux additionnée de glucose, et j’ai pu constater, 
non seulement que ce mélange constituait un bon milieu de 
culture, mais encore que le liquide distillé 4 diverses époques 
renfermait de la glycérose. 

Tyrothrix tenuis dans 100 c. c. de solution ammoniacale a 5 0/0 
de glucose. 


IS DLES 2) ATOMS: scxn att ttey ee Pradat tethers alerts eho a =='— 32’ 
Cae Lange ne Pees Ince. Saat, ete i teoneasers ie cle ss 4G 
See CC) ieee tS RY tence ASA hile cete atttons Shee “a = — 56’ 


Le glucose est donc capable d’entrer en réaction de lui-méme 
et pour ainsi dire de pied ferme, sans étre entrainé par la réaction 
qui le produit dans le dédoublement du saccharose. [I ést apte a 
fournir au microbe ses aliments de construction et d’entretien. 

Essayons 4 présent d’évaluer les proportions relatives de 
glycérose dissoutes dans les liquides distillés aux diverses épo- 
ques de la culture : ces quantités étant proportionnelles a l’angle 


_ de rotation pour une méme température, je les indiquerai par la 


valeur de cet angle. ’ . 
Tyrothrix tenuis. Bouillon glucosé a 5 0/0, 100 c. c. 


- 
Sucre restant, | Sucre consommé. Angle de rotation. 


Aprés 15 jours de culture.. 1,247 75,06 9/o C—O 
— 30 — eo O;412 91,76 /o a = — 109 
— 4 = fs » 100,00 0/6 Sate 


L’épreuye est significative 4 divers titres : les 75 0/0 de 
glucose consommés pendant la premiere période ont produit une 
proportion de glycérose correspondant a un angle de — 42’; les 
16,70 0/0 de glucose consommés+du 15° au 30° jour ont 
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produit la proportion de glycérose relativement beaucoup plus 
élevée correspondant & un angle de — 20’; puis, le sucre géné- 
rateur ayant disparu ou étant devenu plus rare, la glycérose a 
été elle-méme altaquée. Nous voyons ainsi se succéder trois 
modes de fermentation tres différents dans une méme culture, 
notion que les recherches de M. Perdrix ‘ et celles de M. Grim-- 
bert * ont déja mise en lumiére. Mais ce que je veux retenir, 
c’est que notre sucre & 3 atomes de carbone joue le rdle de pro- 
duit intérimaire. ; 


Répétons l’expérience avec la glycérine : 
Tyrothrix tenuis. — Bouillon glycériné a 5 0/0 : 100 c. c. 
Aprés 45 -jours_de: cultures. fs « svatmiee, «arr cone a == — 106’ " 
aires SM ee Meboing o=— 136 @ 
— 4 — glycérine restant = 0,058 — « = — 208’ ; 
a 
Ici, la glycérose s’est accumulée incessamment dans le 
liquide de culture, si bien que, considérée isolément, cette 
La 


expérience pourrait donner & penser que ce sucre est un produit 
ultime de la vie du microbe; d’autre part, les quantités de glycé- 
rose retrouvées apres chaque période sont sensiblement plus 
élevées que celles constalées dans l’expérience précédente. 

Ne pourrions-nous expliquer ces différences par les diffé- 
rences qui existent entre la glycérine et le glucose en tant que 
générateurs de calorique? 

La chaleur de combustion du glucose étant de 673 calories 
pour un poids moléculaire de 180; celle de la glycérine étant 
de 392,5 calories pour un poids moléculaire de 92, il s’ensuit 
que la combustion totale de 5 granymes de glycérine dégage- 
rait 21,3 calories contre 18,7 Calories que dégagerait un poids 
égal de glucose. ( 

Il est facile de concevoir que, par cela méme, Je microbe ne 
procéde pas aussi rapidement a la combustion intégrale de la 
glycérine, et qu'il s’arréte plus longtemps sur les termes de 
passage tels que la glycérose, encore sensiblement endothermi- 
ques. , 


Mais il suffit de ’expérience suivante pour nous conyaincre 


> 


4. Ces Annales, tome V. 
2. Ces Annales, tome VII. 
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que la glycérose est aussi bien attaquée dans le cas de la glycé- 


rine que dans le cas du glucose. 


Bouillon glycériné 100 c. c. — 2° passage. — Dans ce liquide, 
_ jensemence non plus le microbe originel tiré du bouillon, mais 
le microbe ayant déja détruit de la glycérine, celui que l’on peut 
retirer du liquide de l’expérience précédente aprés 15 jours 
d’incubation. 

Voici les résultats : 


-Aprés 15 jours de culture. Angle de déviation...... a = — 1046’ 
— 30 — Reette aS RAL cs a = — {024 
— 4 — eo Lee RRS Te a == — 4027 


Du 15° au 45° jour, les proportions de glycérose vont en 


* diminuant; ce corps est attaqué par le microbe. 


Cette expérience donne a penser que nous pourrions arriver 
en peu de temps a linactivité optique, par une éducation appro- 
priée du microbe. 

Pour le vérifier, j’ai fait un deuxiéme passage sur le bouillon 
glucosé, en prenant la semence dans le bouillon glucosé du 
premier passage, apres 15 jours de culture : 

Bouillon glucoséa5 0/0 :100 c. c.; 2° passage; semence tirée 


du 1¢ passage sur glucose aprés 15 jours d’incubation. 


Apresd DPOUrS: der CULLUTOS oes etetws aes ia Rae Hake: 
— 30 Sell i ian CTE Ach dS once scah a = — 50’ 
— 65 a ern NT Withee ot Inactivité optique. 


Tous les groupements renfermant le carbone asymétrique, 
méme celui que résiste le mieux et persiste duns la molécule de la 
glycérose, sont entrés en réaction et ont su une dislocation 
intégrale. 

Ce point acquis, je me suis demandé si le microbe ne pour- 
rait pas aboutir & Ja destruction complete du glucose, a la 
dislocation intégrale de tous les groupements renfermant le 
carbone asymétrique, sans que nous voyions persister ce grou- 
pement plus résislant, et sans que nous puissions retrouver de 
la glycérose dans le liquide distillé. 

J’ai donc pratiqué une série de passages dans le bouillon 
glucosé; mais, afin de rendre plus saisissants les résullats que 
l’on peut espérer, j'ai expérimenté sur un volume plus considé- 
rable de liquide et forcé la proportion de glucose. 
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3° passage. — 200 c. c. de bouillon glucosé & 10 0/0. 
Semence provenant du 2° passage aprés 15 jours d’incuba- 
tion : 


Aprés 15 jours de culture: « = — 22’; sucre consommeé : 138r,94 


4° passage. — Liquide de culture identique au précédent. 
La semence vient du 3° passage aprés 12 jours d’incubation : 


Aprés 10 jours de culture..... 2=— § 


— 20 _— ..sse & == — 227° sucre restant: traces 


Il a été détruit, comme on voit, 20 grammes de glucose pour 
des quantités tres minimes de glycérose retrouvées. 

5° passage. — Méme liquide de culture. La semence est tirée 
du 4° passage apres 10 jours d’incubation; mais, cette fois, 
Pexpérience se fait 4 38°-39° : 


Aprés “8 jours.dé. Guiture. 7.041 «sek “a= — 0 
— 15 ==* Weir Sta eames eee a= — 0 
ae) Sieh) SURAT Ae ee « = — 0 sucre restant : 0 


Tout le glucose a été détruit sans que nous puissions retrou- 
ver les moindres proportions de glycérose. 

Faudrait-il done croire que ce sucre ne se forme plus, que 
quelque rouage du mécanisme de la combustion a été changé? 
Nullement; car si, parallélement & cette expérience & 38-39°, 
nous faisons une autre expérience 4 23-24° dans des conditions 
par ailleurs absolument identiques, nous retrouvons dans le 
liquide de ce 5° passage des proportions relativement élevées de 
glycérose pour des proportions relativement faibles de glucose 
détruites. 

Rien d’essentiel n’a élé changé dans le processus nutritif des 
microbes; mais les phénoménes chimiques qui en sont l’expres- 
sion se précipitent avec une rapidité telle qu'il nous est impos- 
sible de les enregistrer, sinon dans leur résultat final : les termes 
intermédiaires passent inapercus. La glycérose s’est done for- 
mée, mais elle a été détruite dés sa naissance dans l’intérieur 
méme du protoplasma. 
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VI 


Les notions qui précedent demandentunesanction. Que devient 
_la glycérose? Kst-elle directement et intégralement bralée, ou 
sa combustion se fait-elle en plusieurs fois ? 

On pourrait bien comprendre que la combustion fut directe, 
ce sucre ne représentant plus, en somme, un édifice bien élevé 

ni bien complexe. Cependant des considérations de l’ordre bio- 
logique et de l’ordre chimique font pressentir qu’un nouveau 
corps intermédiaire pourrait encore apparattre entre la glycérose 
et les corps brilés. Nous savons, en effet, que si les mucédinées 
font & titre intérimaire de l’acide oxalique, dans la combustion 
des corps ternaires complexes, cet acide oxalique se produit 
encore, au méme litre, dans la combustion des corps ternaires 
relativement simples, tels que l’alcool et Vacide acétique ‘, 
construits, comme l’acide oxalique méme, sur deux atomes de 
carbone. De plus, nos recherches sur les propriétés de la glycé- 
rose ont mis en évidence ce fait que les agents physico-chi- 
miques d’oxydation, tels que l’oxyde d'argent, les alcalis, la 
lumiére solaire, laissent tous un résidu, acide acétique, acide for- 
mique, ou corps aldéhydique a fonction simple, par leur action 
sur la glycérose. 

Mais une observation tres simple nous met immédiatement 
sur la voie : si, dans les expériences que je viens de relater au 
sujet de l’accumulation et de la disparition ultérieure de la glycé- 
rose, nous étudions le liquide distillé au double point de vue de 
Vangle de rotation qu'il provoque et de son action sur la solution 
sulfureuse de fuchsine, voici ce que nous remarquons : tant que 
s’accroit l’angle de rotation et méme lorsqu’il commence a 
décroitre, la solution de fuchsine n’est pas colorée, mais elle prend 
parfois une coloration rouge plus ou moins accusée, dés que le 
liquide distillé est inactif ou voisin de linactivité optique. Cette 
coloration est l’indice de la présence, dans nos liquides de cul- 

ture, de traces d’un aldéhyde a fonction simple, dont apparition 
est postérieure a la destruction complete du glucose et coincide 
avec la disparilion des dernivres parties de glycérose; de telle 


1. Ductaux, Nutrition intra-cellulaire, dans ces Annales. 
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sorte que nous pouvons reconnailre avec justice des relations 
de cause A effet, entre ces deux phénoménes simultanés. 

ll s’agit de déterminer cette aldéhyde; mais ici, nous ne 
heurtons pas l’obstacle qui nous a empéché de déterminer 
Valdéhyde formée par l’insolation de la glycérose en solution 
neutre, puisqu’il nous est toujours possible d’arriver a Vinacti- 
vilé optique. 

Je suis donc parti de 160 grammes de glucose pur et 
anhydre, dissous dans 2 litres de bouillon de viande. Le 
liquide 6étant distribué entre 10 matras, j’ai ensemencé le 
Tyrothrix tenuis et tenu les cultures pendant 60 jours & l’étuve. 
L’étude de l'un des ballons m’ayant montré qu'il ne restait plus 
de glycérose et qu’une aldéhyde simple avait pris naissance, 
j'ai distillé séparément le liquide contenu dans les autres bal- 
lons, préalablement additionné de traces d’acide tartrique. Aprés 
examen, j’ai réuni tous ces liquides qui étaieat inactifs, neutra- 
lisé nar le carbonate de chaux et distillé une seconde fois. Le 
produit est additionné de bichromate de potasse et d’acide 
sulfurique en solutions diluées : une troisieme distillation, 
poussée presque & sec, nous fournit l’acide correspondant’ a 
Yaldéhyde. Aprés neutralisation exacte par la chaux, j’évapore 
asec. Il reste 23 miligrammes d’un sel de chaux qui réduit la 


liqueur cupro-sodique, ce qui correspond a 9 milligrammes 


d’aldéhyde formique. 

Voila done tout ce que j’ai pu retrouver, sous laforme aldé- 
hydique, des 160 grammes de sucre aldéhydique mis en fermen- 
tation. Mais, si peu que cela soit, cela néanmoins suffit pour nous 
faire repousser l’hypothese de la combustion intégrale et d’em- 
blée de la glycérose. 

La quantité si minime d’aldéhyde formique retrouvée dans 
cette expérience est peut-élre*la quantité maxima qu'il soit 
possible de retrouver. IL arrive souvent que la solution sulfu- 
reuse de fuchsine ne révéle aucune trace d’aldéhyde dans des 
cultures d’ot ont entitrement disparu le glucose et la glycérose ; 
il m’a paru que l’aldéhyde formique se rencontrait plus souvent 
dans les vieilles cultures ow l’attaque de la glycérose et sa dispa- 
rition étaient relativement lentes, et qu’onn’en trouvait pas le pe 
souvent dans les cultures ou la glycérose n’apparaissait qu’en 
petite quantité, telles que celles des 2° et 3° passages. Des lors, 
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se présente la question de savoir sil’aldéhyde formique ne se 


formerait que pour étre détruit, sit6t formé, tout comme la gly- 
cérose elle-méme, et comme les hexoses issues de l’oxydation 
de la mannite. 

Je sais bien qu’une telle maniére de voir ne saurait s’im- 
poser. Ceux des biologistes qui s’exagérent peut-étre l’antago- 
nisme existant, au moins en apparence, entre les deux notions 


de valeur alimentaire et de pouvoir antiseptique, souvent rappelées 


en biologie, n’attribueraient pas volontiers a l’aldéhyde for- 
mique la propriété d’entrer dans le processus nutritif des 
microbes. 

- Il existe cependant un précédent qui, s'il ne peut étre invo- 
qué dans ce cas particulier comme une preuve décisive, mérite 
d’étre rappelé parce qu'il plaide chaudement ma these : je veux 
parler de Vexpérience par laquelle M. Duclaux a démontré' que 
lacide formique, dont le pouvoir antiseptique n’est pas douteux, 
et qui, par ailleurs, serait de valeur alimentaire nulle pour de 
nombreux microbes, attendu que sa constitution chimique le 
rapproche des corps brilés, est néanmoins susceptible de nourrir 
les microorganismes aérobies, grace al’intervention de l’oxygéne 
de |’air. ; ‘ 

J’exposerai donc, avec quelques détails, l’expérience fort 
simple que j’ai entreprise, bien qu'elle soit calquée sur |’expé- 
rience dont je viens de parler, parce que, 4 mes yeux, ces résul- 
tats ne laissent subsister aucudu.note 

J’ensemence le Tyrothrix tenwis dans une série de ballons 
renfermant chacun 100 c.c. de bouillon de viande. Apres 4 jours 
de culture, un beau voile de microbes s’étant formé dans tous 
ces ballons, j’injecte dans ces masses de liquide, au-dessous des 
voiles, les quantités respectives de 2, 5, 15 et 20 milligrammes 
d’aldéhyde formique. Ce sont la des doses puissamment anti- 
septiques, surtout les trois derniéres; ce sont aussi des doses, 
méme les plus faibles, qui, a cet état de dilution, impressionnent 
nettement, comme je m’en suis assuré, la solution de fuchsine 
sulfureuse. 

L’etfet du toxique ne se fait pas longtemps attendre. Dans 
tous ces ballons, les voiles de microbes, aprés quelques instants, 


4, Ces Annales, tome VI: Sur l’action antiseptique de l’acide formique. 
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se disloquent, se détachent des parois et tombent au fond du 


vase. Puis, peu A peu, les microbes qui troublaient légerement 
la masse des liquides se déposent en un sédiment; si bien 
qu’apres 48 heures, nous pourrions croire, faisant abstraction 


du dépdt de cadavres, que ces liquides viennent d’étre filtrés a - 
la porcelaine. Il semble que toute vie soit éteinte; mais ce nest | 


que l’apparence. Aprés un certain temps, variable suivant les 
proportions d’aldéhyde formique introduites, de nouveaux voiles 
de microbes reparaissent dans ces ballons : aprés 5 jours, 
{4 jours, 27 jours, dans les liquides qui avaient respectivement 
recu 2, 5 et 10 milligrammes de formaldéhyde. Quant aux 
autres, ils sont restés limpides. : 

Quelques microbes, dans le nombre, n’ayant pas immédia- 
tement succombé, se sont peu & peu accoutumés au milieu 
toxique, ont fait souche d’individus qui ont hérité de la résis- 
tance acquise par leurs ascendants, si bien que rien ne dis- 
tingue Je voile quils forment sur ce liquide primitiyement 
empoisonné, du voile primitif que le toxique avait abattu. 

L’aldéhyde formique jouerait-elle a l’égard de ces microbes le 
role d’un corps inerte? Si nous distillons, apres les avoir addi- 
tionnés de traces d’acide tartrique, ces liquides de culture 20 jours 
aprés la formation du 2° voile, il n’en est pas un, méme celui 
qui avait regu 10 milligrammes d’aldéhyde formique, qui im- 
pressionne a un degré quelconque la solution sulfureuse de 
fuchsine. Toute l’aldéhyde formique a disparu'. A plus forte 
raison, pourrons-nous admettre que dans les cultures sur le 
houillon-glucose qui en sont exemptes, méme apres que le 
glucose et la glycérose ont été détruits, cette aldéhyde a pu étre 
détruite au moment méme de sa formation dans J’intérieur du 
protoplasma cellulaire. Et comme je n’ai pu retrouver aucune 
(race d’acide formique dans ces cultures d’ot l’aldéhyde a dis- 
paru, l'interprétation presque forcée, c’est que cette aldéhyde a 
été brilée, par une réaction inverse de celle qui lui donne nais- 
sance dans les feuilles vertes. 

Nous avons donc nettement apercu les divers stades de com- 


1. Jai tenu a V’étuve, pendant deux mois, des ballons renfermant 100 c. ec. de 
houillon additionnés de 5 milligrammes d’aldéhyde formique. Ces ballons bou- 
chés au tampon de coton, examinés aprés ce temps, n’avaient pas perdu leur 
aldéhyde. 
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bustion, depuis la mannite et l’amidon jusqu’a Vanhydride 
carbonique et l’eau, en passant par des formes aldéhydiques de 
plus en plus simples. 

i a _ Toutle glucose générateur a-t-il subilacombustion complete ? 
| Quelques molécules n’auraient-elles pu échapper a cette destruc- 
_ tion, ou n’auraient-elles pu suivre une autre voie? 

| > Je rappellerai que les liquides de culture soumis a une 
» _ premiére distillation fournissent un produit acide. Il se forme 
| _ done des acides gras aux dépens des corps ternaires; peut-étre 
| sen forme-t-il aussi qui appartiennent a une autre série. Je 
reviendrai sur ce point dans un prochain mémoire. 


Nous voyons en résumé, que nos microbes revétent une phy- 
sionomie extrémement originale, dontj’ai cherché a marquer les 
traits les plus saillants, par l’étude des corps intérimaires qu’ils 
forment dans leur combustion des corps ternaires. 

Sans doute, il nous est parfois trés difficile de saisir au 
passage ces corps intérimaires dont Ja tendance est d’entrer en 

réaction, et de disparaitre 4 mesure qu'ils se forment: ila suffi 
de substituer le bouillon a Ja solution des sels ammoniacaux 
pour que nous ne retrouvions plus les hexoses qui dérivent de la 
mannile; quelques passages dans le bouillon glucosé, une 
différence de 3 cu 4 degrés dans la température de culture 
ont permis au microbe de brtiler son aliment ternaire, sans que 
la glycérose fit extravasée de la cellule dans le liquide de 
culture; quant a l’aldéhyde formique, rien ne nous semble plus 
difficile & préciser que les conditions qui favorisent ou empé- 
chent son apparition : tellement subtiles et puissantes sont les 
causes qui gouvernent les relations de la cellule vivante avec le 
~ milieu extérieur. 

L’étude biologique de ces microbes nous a permis d’aperce- 
voir, dans son ensemble, le mécanisme de !a combustion des 
corps ternaires. Mais combien nombreux sont encore les points 
laissés dans lombre, et non des moins essentiels : les alcools 

: polyatomiques sont transformés en aldoses ou cétoses par oxyda- 
tion ménagée, voila qui est acquis; mais nous ne pourrions dire 
si chaque microbe fait un seul sucre, ou deux sucres isoméri- 
ques obéissant avec une vitesse inégale a l’action destructive du 
microbe. Les hexoses sont transformées en une triose, je crois 
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bien avoir démontré; mais le dédoublement qui semble expri- 
mer cette réaction, est-il apparent ou réel? et s'il est réel, 


engendrerait-il deux molécules identiques ou deux molécules” 


isomériques en C3, dont l'une serait détruite plus facilement que 
l'autre, et celle-ci plus stable peut-étre uniquement a cause 
méme de sa forme stéréochimique? 


Ce sont la des questions qu'il importerait de résoudre, et 


qui, méme & distance, paraissent éminemment délicates. 


Mais il faut prendre son parti de ces deux difficultés, puis- 
que, de quelque cété que nous entreprenions les microbes, par 
quelque porte que nous essayions de pénétrer dans l'intimité de _ 
leur vie, il surgit devant nous, un premier pas franchi, quelque. 


nouveau probléme toujours plus ardu et plus complexe, mais 
toujours aussi plus attachant. 
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CONTRIBUTION A L*C0UDE DE TA SACCHAROMYCOSE UMAINE 


Par F, CURTIS 


Professeur d’anatomie pathologique et de pathologie générale ala Faculté de médecine de Lille. 


’ 


L’étude des blastomycétes parasites chez l’homme, de date 
encore récente, s’est trouvée dans ces derniers temps enrichie 
d'une série de faits nouveaux ; c’est pourquoi il nous a semblé 
utile de faire connaitre les expériences que nous avons poursui- 
vies depuis plus de six mois avec une levure trouvée par nous 
dans le tissu cellulaire de l'homme. Nous remercions M. le pro- 
fesseur Metchnikoff, qui a bien voulu nous donner son opinion 
sur la question si controversée du noyau des levures, et complé- 
ter nos documents bibliographiques par l’analyse de quelques 
travaux publiés en langue russe. 

Sans faire ici d’historique, nous croyons devoir rappeler les 
principaux travaux publiés sur cette question encore obscure de 
pathologie générale. 

Nous renvoyons aux traités généraux pour tout ce qui con- 
cerne les premieres découvertes de blastomyceétes dans les pro- 
duits pathologiques, suppurations ou excreta des malades; la 
plupart de ces observations se bornent a la constatation d’un fait 
sans démonstration expérimentale. Une des premitvres relations 
bien élablies de levure pathogéne chez Vhomme a été donnée par 
Achalme et Troisier (1) dans un cas d’angine parasitaire ressem- 
blant cliniquement & du muguet. Dans ce cas, l’agent d’infection 
était un organisme que la culture en milieux artificiels a permis 
de classer parmi les saccharomycétes. 

Busse(2), il y aunan, aréussi a isoler, dans un abces du tibia, 
un microorganisme qui, 2 l’examen microscopique comme a la 
culture, présenta tous les caracléres d'une levure véritable. 

La malade de Busse était une femme de 35 ans, qui mourut 
d’ailleurs apres avoir présenté des abcés osseux du cubitus et des 
cdtes. Elle fut enlevée par une véritable infection générale, une 
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pyémie produite par l’envahissement de tous les organes par le 
microorganisme. Celui-ci fut retrouvé a l’antopsie dans les reins, 
la rate et les poumons. Des cultures pures et des inoculations 
démontrerent que cette levure était pathogéne pour les souris 
blanches, chez lesquelles. elle produit une véritable infection 
identique & celle observée chez l’étre humain. 

- Nous avons fait connaitre nous-mémes(3) au mois d’aott 1895 
un microorganisme analogue a celuide Busse, mais quicependant 
en differe par plusieurs caractéres. La question de cette non- 
identité sera discutée plus loin. 

D’autres observateurs ont pu déceler des levures pathogénes 
chez les animaux, ou produire a l'aide de levures vulgaires des 
infections générales. 

C’est ainsi que le professeur San-Felice (4) a isolé dans le jus 
defruils fermentés une variélté de blastomycétes auxquels il donne 
le nom de Saccharomyces neoformans. Ce parasite injecté aux 
cochons d’Inde les tue dans l’espace de 30 jours. Lorsque l’injec- 
lion a été faite dans le tissu cellulaire, il se développe au point 
@inoculation unetumeur molle renfermant en masse le parasite. 
Des embolies parasitaires se trouvent dans larate, dans le foie. 

Depuis, le méme auteur a rencontré dans les ganglions 
tuméfiés d'un boeuf, mort de carcinose primitive du foie, un 
microorganisme de méme nature, auguel il donne le nom de 
Saccharomyces litogenes. Ge champignon, en effet, cultivé et inoculé 
aux animaux, produit des tumeurs sous-cutanées dans lesquelles 
se forment des concrétions calcaires. 

Les cochons d’Inde, inoculés sous la peau, meurent au bout 
de deux mois; inoculés dans le péritoine, apres 30 jours. A l’au- 
topsie on trouve des embolies multiples dans les poumons, les 
ganglions mésentériques, la rate. 

Le mouton est également réceptif. Il se produit chez cet ani- 
mal des abcés sous-cutanés. 

Maffucci et Sirleo (5) ont trouvé chez un cobaye cachectique 
une tumeur fluctuante du sommet du poumon gauche. Cette col- 
lection purulente renfermait un microorganisme que les cultures 
permirent d’isoler; c’était unelevure produisant chez les anirzaux 
inoculés des abcés et du gonflement ganglionnaire. 

Enfin, récemment, Lydia Rabinowitch (6), surune cinquantaine 
d'espéces de levures vulgaires, en trouva sept qui était patho- 
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genes pour les animaux. Aucune de ces levures n’a d’action sur 
le cochon d’Inde ; elles agissent, au contraire, sur les souris et 
quelques-unes sur le lapin. Les animaux inoculés meurent par 
infection et non par intoxication. 


PROVENANCE DU MICROORGANISME — 


Le parasite dont nous faisons ici |’étude a été trouvé par nous 
dans les conditions suivantes. 
_ Le 15 juillet 1895, M. le professeur Folet nous remettait 
les fragments d’une tumeur d’apparence myxomateuse, enlevée 
le jour méme 4 l'un de ses malades de lhdpital Saint-Sauveur. 

Le néoplasme siégeait a la région’supérieure de la cuisse 
droite, au niveau de la base du triangle de Scarpa, et présentait 
le volume de deux poings. II existait de plus chez ce méme indi- 
vidu, et également du cété droit, un abcés volumineux de la 
région lombaire; abcés d’ailleurs ulcéré laissant écouler une 


_ petite quantité de pus épais et floconneux. La peau était saine, au 


contraire, et absolumentintacte au niveau delatumeurcrurale qui, 
par sa consistance molle et demi- fluctuante, avait fait porter le 
diagnostic d’abcés par congestion. 

mation montra qu il s’agissait simplement d’une poche 
sous-cutanée renfermant un tissu mou et comme gélatineux. 
Il semblait en un mot que l’on edt sous les yeux quelque sarcome 
ayant subi une transformation muqueuse trés avancée. 

La tumeur de la cuisse ainsi que celle de la région lombaire 
furent enlevées en totalité, et leur enveloppe décortiquée par la 
dissection; on put voir alors que la lésion siégeait dans le tissu 
cellulaire, entre peau et muscles, sans aucune trace d’envakis- 
semeut profond. . 

Le malade d’ailleurs est un homme jeune, d’aspect bien 
portant, etne présentant aucune tare individuelie ni héréditaire. 
Les poumons sont sains, ainsi que les aulres organes thoraciques 
et abdominaux. Aucune étiologie spéciale ne peul étre invoquée 
dans le genre de vie du malade, qui est ouvrier serrurier depuis 
Page de douze ans. Il est a noter cependant que la tumeur 
lombaire et crurale ontapparu a la suite d’une période de vingt- 
huit jours faite en mai, au 15m d’artillerie. 

Nous ajouterons ici que ce malade est mort récemment. 
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enlevé par des accidents méningiliques, de nature mal déter- 
minée. Cette fin brusque, survenue plus de dix mois aprés une 
opération bénigne suivie d’une guérison compléte, nous laisse 
malheureusement dans l’incertitude la plus grande. Le malade 
étant mort en ville, aucune étude n’a été possible et nous igno- 


rons s’il y a relation de cause a effet ou simple coincidence fortuite 


entre l’existence du névplasme parasitaire et l’apparition des 
accidents méningitiques ultimes. 

Nous renvoyons a4 nos publications antérieures pour tout ce 
qui a trait au premier examen de la tumeur et 4 l’isolement du 
microorganisme pathogene. ° 


ETUDE DU PARASITE. — TECHNIQUE 


L’examen direct des cellules fraiches dans l’eau ou dans un 
liquide légerement fixateur, tel que le liquide de Pictet, est une 
des meilleures méthodes. 


Pour la coloration sur lamelle, nous avons adopté le procédé 


suivant : 


1° Fixer la culture sur lamelle par dessiccation lente et par 
l’action de la solution d’alcool et d’éther; 
2° Colorer 410 minutes avec la solution suivante : 


rs 


Violet de méthyle 6B Sol. sat. alcool abs.......... : 4 gr. 
Solution de potasse 4 1/10000.................... ; 9. — 


3° Laver une minute avec l’acide pyrogallique en solution 
aquéuse a 1/100. Cette substance solubilise le violet et le fixe 
légerement sur la partie centrale de la cellule ; 

4° Laver 15 secondes a I’alcool, passer & l'eau, et monter 
dans un liquide sucré tel que le liquide de Brun. 


La paroi de la cellule se colore ainsi en violet rose, le centre * 


en violet foncé. 


La thionine en solution phéniquée, de Nicolle, donne aussi de 
bons résultats. On monte dans le liquide suivant : 


Wid sips ae 9 bo agi re aa ta. lady Rt als eae Re 100 
GIVCOSE. 5. Veneers BY ere sels ponereh is teee oes Soivdondeasae ROU) 
Glycérine...... SO ain niicin CNaA BURT .d0 combate a 
Thionine phéniquée......... Boosie tras sentetts a 
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Les préparations sont persistantes. 

Pour les coupes, le picro-carmin employé comme fixateur et 
colorant, suivi du montage dans la glycérine formiquée a 1 0/0, 
donne de bons résultats. On colore ainsi les grains de chroma- 
tine contenus dans la cellule. 

On peut également obtenir des préparations a double colora- 
tion en employantlecarmin de Orth, suivi du violet de méthyle 6B 
en solution potassique. On décolore par l’acide pyrogallique 
a 10/0 et on monte dans le baume. Le microorganisme reste 
coloré par le Gram. : ‘ 


MORPHOLOGIE DU PARASITE 
‘Le parasite se présente sous deux formes absolument dis- 
tinctes, la forme nue (fig. I A, Pl. IV) et la forme encapsulée 
(fig. IV D) suivant qu'on examine en culture ou dans les tissus 
vivants. 
Busse et San-Felice avaient aussi, trouvé ce double aspect 


dans leurs levures pathogénes. Nous verrons toutefois dans da 


suite de ce travail que la forme encapsulée n’est pas exclusive- 
ment propre a l'état parasilaire. Nous l’avons, en effet, retrouvée 
en culture artificielle; ce que MM. Busse ou San-Felice ne 
paraissent pas avoir obtenu. 

Forme nue. Nous prendrons, comme type de la forme nue, 
celle qu’on rencontre dans les cultures sur gélose apres 48 heures 
de séjour Al'étuve. C’est une petite cellule ronde ou ovoide mesu- 


rant environ de 3 p46 p de diamétre, pourvue d’une membrane 


d’enveloppe, nette, limitée par un double contour et renfermant 
d’ordinaire un ou deux petits grains trés réfringents. Sur une 
culture jeune, les cellules ovoides sont beaucoup plus nom- 
breuses que les sphériques, et presque toutes portent a lune de 
leurs extrémilés un. petit bourgeon (fig. If). Colorées avec le 
violet de méthyle, les cellules prennent une teinte violet rouge 
au niveau de leur paroi propre (a) et violet foncé dans leur centre. 
Il existe toujours dés espaces clairs (d), des grains réfringents (c) 
qui ne prennent pas la coloration. : . 
Les réactifs cytologigues permettent de mieux différencier 


ces divers détails. 
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Le vert de méthyle acétique, apres une heure de contact, 
colore au centre de chaque cellule des trainées irréguliéres a 
contours flous,de teinte vert pale, sur lesquelles se détachent 
une infinité de petits grains tres nets et trés colorés. 

Les dissolvants nucléaires faibles font gonfler ces grains 
sans les dissoudre. Avec la potasse a 50/0, l'eau de chaux 
concentrée ou Vacide chlorhydriqué fumant, la plupart des 
cellules perdent leur aspect granuleux, et lorsque apres lavage a 


leau on les recolore au vert de méthyle,elles prennent une — 


teinte diffuse, comme si les grains colorés s’élaient dissous dans. 
le protoplasme. Il s’agit done bien ici de grains de chromatine 


tenus en suspension dans le proteplasme cellulaire. Les élé-. 


ments jeunes et en particulier les bourgeons en sont bourrss, 
les. cellules Jes plus grosses en sont pauvres; quelques-unes 
méme sont absolument vides de contenu granuleux et restent 
‘incolores avec tous les réactifs. Ce sont la sans doute des formes 
en involution qui existent toujours en plus ou moins grandnombre 
dans les préparations (YV). 

Quant aux gros grains réfringents (¢) contenus dans presque 
chaque cellule, ils ne se gonflent dans aucun des dissolvants 
nucléaires. Ilsrésistentala potasse a5 0/0 etalacidechlorhydrique 
fumant. Ils brunissent légérement dans lacide osmique, mais ne 
se dissolvent pas dans l’éther ni dans la benzine, méme apres 
24 heures de contact. Nous sommes ,porté a les considérer 
comme des matiéres albuminoides de réserve accumulées dans 
le protoplasme cellulaire. Le pléomorphisme de notre levure est 
er somme peu étendu. La levure augmente de taille dans les 
milieux sucrés acides, et prend souvent alors la forme en chai- 
nette de 3 ou 4 articles (fig. If B). C’est surtout lorsqu’elle 
pousse a basse température que ces formes articulées deviennent 
abondantes. Dans un vieux liquide peptonisé et sucré acide, ayant 
plus dun mois d’étuve a 39°, on voyait & c6té d’individus en 
chainette de grosses cellules encapsulées rappelant absolument 
celles de l’état parasitaire, fig. III, mais de taille plus petite. 
Certaines de ces cellules portaient 2 bourgeons issus du méme 
pole. , 


La multiplication de la levure se fait toujours par bourgeon- 


nement. Il se produit parfois dans les cultures sur gélose des 


‘formes de multiplications anormales (fig. I a) 
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Forme encapsulée (fig. IV, 1a 6). La forme encapsulée se 
distingue de la précédente par ses dimensions beaucoup plus 
considérables. 

Dans les tissus de l’homme ou des animaux inoculés, le parasite 
| prend généralement l’aspect d'une grosse sphere de 16.4 20» de 
| __ diamétre, pourvue d’une paroi propre bien distincte (a) d’environ 
' 0,5 pet revétue d’une épaisse couche de substance gélifiée (g) 

qui forme autour de luicomme une auréole transparente. 

La capsule hyaline atteint 8 4 10 » d’épaisseur, de sorte que 
le microorganisme muni de toutes ses enveloppes mesure envi- 
ron 40 » de diamétre. On trouve également dans les tissus 
des formes ovoides et d’autres bourgeonnantes. 

Le bourgeon naissant et la cellule mére sont alors contenus 
dans la méme enveloppe gélifiée qui s’étrangle légerement au 
point de germination. 

La constitution de la capsule gélifiée (g) est difficile a déter- 
miner. Kile gonfle démésurément au contact des alcalis, mais sans 
se dissoudre. Elle finit cependant par étre corrodée et détruite 

: par un séjour de 24 heures dans la potasse a 40 0/0. 
4 Elle résiste d’autre part aux acides forts qui la rétractent 
. simplement. L’alcool produit le méme effet. L’enveloppe gélifiée 
se colore d’ailleurs tres difficilement; il faut employer les solu- 
tions trés puissantes, telles que la fuchsine de Ziehl, pour lui 
donner une légére teinte qu'il est d’ailleurs difficile de fixer. 
Dans les tissus humains, la capsule hyaline laisse voir par places 


& sonintérieur une série de cercles concentriques quirépondent — 


évidemment a des zones d’accroissement. 

La paroi propre (a) de la cellule n’offre que peu d’intérét. 
Elle esten général d’autant plus épaisse que la cellule est plus 
grosse, et manque sur les petits bourgeons. El'e se colore a 
l'état frais en violet lie de vin par le chloro-iodure de zinc, réac- 
tion de la cellulose. Quant au contenu de la cellule de levure, 
ilressemble a celui de la cellule nue en culture. 

Les grains de chromatine remplissent totalement les jeunes 
bourgeons. Ils se disposent de maniére variable dans la cellule 
mére, tant6t accumulés a l’un des poles, tant6t refoulés sur 
l'un des bords formantunezone granuleuse en croissant (Fig. IV, 
14 6). Parfois ils entourent en forme de couronne une grosse 
sphere réfringente ou un espace clair central. Ils remplis- 
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sent en totalité un grand nombre d’éléments "(fig. IV, 2). 

Ces grains sont certainement en suspension dans le cyto- 
plasme; car, en se servant des colorants protoplasmiques tels 
que l’éosine ou la fuchsine acide, on peut voir se colorer en rouge 
les zones dans lesquelles le vert de méthyle décelait des granula- 
tions. On peut méme, en combinant les deux colorations, mettre 
en évidence les grains de chromatine qui se détachent alors en 
vert sur le fond rouge du protoplasme. Il existe ‘une relation 
certaine entre l’activilé fonctionnelle de la cellule et l’abondance 
plus ou moins grande des grains de chromatine. 


CARACTERES DE CULTURE 
— 


Ce parasite se comporte en général a la fagon des levures ct 
préfere les milieux acides ou neutres. 

En stries sur gélose faiblement alcaline, le microbe se déve- 
loppe assez lentement a 37°. Lorsque la semence provient d’un 
tissu vivant, c’est apres 48 heures seulement et quelquefois 
méme apres trois jours que |’on voit paraitre des petites colonies 
punctiformes, blanches des le début et opaques, qui se fusionnent 
a la longue, mais jamais jusqu’a former une strie absolument 
uniforme. Il en est autrement si l’on réensemence une vieille 
culture. Dans ce cas, la cullure se fait dés le lendemain et parait 
sous forme d'une strie blanche transparente qui cepeudant 
n’envahit jamais toute lasurface. Elle devient épaisse et crémeuse 
au bout de 8 jours. Aprés 6 mois elle est encore réensemencable. 

Sur gélatine en piqure, le microbe pousse a la température 
ambiante en 48 heures. Il se développe en une trainée blanche 
discontinue qui s’égréne dans le fond du tube en petites colonies 
punctiformes, et s’élargit légerement vers la surface. 

Sur gélatine inclinée, la cullure est plus rapide & cause du 
contact de l’oxygéne. [l se fait en 4 a 5 jours une strie blanche 
crémeuse et saillaute, mais qui n’a pas de tendance a envahir, et 
reste stalionnaire au bout d’une semaine. 

Jamais la gélatine nest liquéfiée. 

Ensemencé en bouillon ordinaire, le microbe pousse, mais 
imparfaitement. [Il se forme en 2 a3 jours un dépét floconneux 
qui ne s’accroit plus daus la suite. Le bouillon reste clair. * 

Sur pomme de terre glycérinée, la culture est rapide et donne 
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un enduit blanc et crémeux qui met un certain temps, 446 jours, 
avant de s’étendre, mais finit par couvrir toule la tranche ense- 
mencée et coule en dernier lieu dans le fond du tube. 

Sur pomme de terre ordinaire a l’étuve, il se développe en 
48 heures une strie blanche, continue et en général séche. Elle 
S “épaissit peu a bal et brunit au bout de 15 jours a 3 semaines, 
surtout si le tube n’est pas coilfé d’un capuchon de epnichons, 

Le microorganisme est avide d’oxygéne, mais n’est cependant 
pas tué par l’absence de ce gaz. L’expérience suivante le 
démontre. Aprés avoir ensemencé un tube a pomme de terre 
muni d’une tubulure latérale, nous y faisons le vide et le scel- 
Jons a la lampe. Mis a I’étuve a 37°, ce tube reste stérile pendant 
8 jours. Cassant alors ce tube latéral, nous laissons rentrer I’air 
et, dés le lendemain, nous observons une culture assez abondante. 
Les limites de température entre lesquelles la levure se déve- 
loppe sont comprises entre 15° et 39°. 

Le micro-organisme ne se développe pas sur sérum sanguin. 

Sur mout de biére gélosé 4 37° en tubes inclinés, le parasite 
.forme rapidement une strie blanche, continue et saillante, sans 
cependant envahir jamais en totalité la surface. Au contact de 
Pair, ces cultures brunissent au bout de 10 a 15 jours comme 
celles sur pomme de terre. 

Les liquides acides donnent également des cultures bien 
meilleures que le bouillon ordinaire. 2 

Une solution de peptone contenant 10 grammes de peptone, 
3 grammes de sel et l’équivalent, en acide tartrique ou chlorhy- 
drique, de 0,3 ou 0,5 d’acide sulfurique par litre, constitue 
un bon milieu de culture. Pour des acidités supérieures, la cul- 
ture ne se fait presque plus; ilen est de méme quand la solution 
de peptones est exaclement neutre. Ii n’y a aucune culture quand 
la solution est légérement alcaline, alurs que cependant le micro- 
organisme pousse en bouillon ordinaire alcalin. 

Le touraillon acide et le mott de biére, ce dernier surtout, 
donnent les cultures les plus abondantes, et qu'on peut peser au 
bout de 10a 15 jours, si l’on a soin d’ensemencer en larges vases 
coniques. 

Jamais dans tous ces liquides acides il ne se fait de dévelop- 
pement en membrane ou en pellicules superficielles, comme cela 
arrive avec le parasite décrit par Busse. 
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Pouvoir inversif. — Pour étudier l’inversion du saccharose, 
nous avons mélangé, a la solution de peptone indiquée plus haut, 
une solution de saccharose, de fagon ace qu'il y ait de 8 a 12 0/0 
de ce sucre. Les 2 solutions étaient stérilisées d’avance et mélan-_ 
gées aseptiquement au moment de l’ensemencement. Des flacons 
non ensemencés restaient comme témoins et conservaient leur 
titre au polarimétre. Pendant ce temps, on voyait dans les bal- 
lons ensemencés la déviation décroitre, devenir gauche, etle sucre 
interverli apparaitre a la liqueur de Fehling. 

Voici une expérience précise ot le dosage du sucre a été fait 
en tenant compte de l’évaporation. 

Un vase d’Erlenmeyer renferme au début 1 gr. 780 de sucre 
en milieu acide. Apres 46 jours d’éltuve a 37°, on constate qu’il 
yadgr. 641 de sucre interverti, 0 gr. 06 ont disparu et 0 gr. 079 
restent encore dans le milieu de culture. 

Les flacons témoins montrent que ce séjour a l’étuve n’a nul- 
ement altéré le sucre en solution acide. 

En milieu peptoné neutre, linversion est plus lente. 

Pouvoir fermentatif. — Nos expériences sur ce sujet ont été « 
faites comme les précédentes 37°, température peut-étre un peu 
trop élevée pour notre levure, et eussent sans doule donné des 
résultats différents a plus basse température : c’est pourquoi nous 
n’en donnerons qu’un bref résumé : 

1° Une solution de peptone composée comme ci-dessus, et 
contenant 3 0/0 de saccharose, nous a donné apres 35 jours a 
37°, un liquide qui, ramené par distillation & 10 ¢. c., donnait 
103 gouttes au comple-gouttes, et présentait la réaction de l’iodo- 
forme : il y avait en outre 0 gr. 133 d’acide acélique ; 

2° 500 grammes de moitt de biére, aprés 40 jours a 37°, ont 
fourni 309 milligrammes de levure et environ 0 c. c. 4 d’alceool 
éthylique ; 

3° Dans une solution de peptone sucrée et acide, apres 
35 jours d’éluve & 387°, nous avons trouvé de l’acide acétique 
par la méthode des distillations fractionnées de M. Duclaux, et 
le liquide de distillation, saturé par la soude et évaporé, donne 
un résidu qui fournit d’une maniére évidente la réaction du 
cacodyle ; 

4° Un mott de bitre ensemencé et laissé 40 jours a 37° a 
donné 0 gr. 078 diacide acélique, tandis qu'il n’y avait 


= 


is 
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que 0 gr. 021 dans du mott identique non ensemencé. 
La levure en question produit donc aux dépens du sucre, 
comme aux dépens du moat, de l’alcool éthylique et de lacide 
acélique ; mais ce n’est pas une levure alcoolique active. 

Quant a J’action de la levure sur les ditférentes variétés de 
sucre, nous pouvons dire qu'elle n’agit réellement en solution 
de peptone que sur le saccharose. 

La levure se développe mal dans des solutions de peptone 
additionnées de maltose, de glycose et de lactose : avec l’eau de 
levure, les résultats sont meilleurs mais encore tres médiocres, 
c’est le saccharose qui semble le sucre préléré. 


*® 


4 * INOCULATION 


L’inoculation dela levure aux divers animaux nous a montré 
que son pouvoir pathogéne est en somme assez ‘limilé. Les ani- 
maux employés ont été le chien, le lapin, le cochon d’Inde, le 
rat et la souris. ‘ 

Le cobaye est presque absolument réfractaire aux inocula- 
tions qui passent presque inapercues; chez le lapin, Vinjection 
sous-cutanée ameéne une tumeur remplie de pus, qui se vide 
et rétrocéde sans laisser de trace. Dans le pus, on trouve des 
globules du parasite, mais rares, de formes irréguliéres, et 
impossibles a ensemencer. 

La levure parait étre tuée par la réaction inflammatoire 
développée dans le tissu cellulaire du lapin. Celui-ci se montre 
d’ailleurs réfractaire 4 d’autres modes d’inoculation. Recevaut 
directement la culture dans les veines, il survil a cette opération 
sans accuser aucun trouble. Un animal injecté a forte dose par la 
veine auriculaire en septembre 1895 est encore en vie actuelle- 
ment. 

Les espéces particulitrement sensibles a notre levure sont les 
rats, les souris et le chien. Chez le rat blanc, le parasite produit 
infailliblement dans le tissu cellulaire une tumeur véritable, dont 
’évolution, lente au début, devient brusquement tres active au 
bout de 8 a 10 jours. Ce néoplasme ressemble a !’qeil nu abso- 
lument aux tumeurs observées.chez l’homme: |’examen micros- 
copique confitme celte identité. 

Les résuliats que nous avons obtenus dans 20 inoculations 
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ont constamment reproduit les mémes variétés d’accidents qui 
peuvent se résumer dans les exemples suivants : 


Experience I. — Rat blanc 4e forte taille, inoculé le 30 aout 1895, avec une 
culture sur pomme de terre glycérinée : on injecte une petite quantité de 
semence, ce qui tient sur I'ceillet de l’aiguille de platine. 

Le 22 septembre, légére tuméfaction au point d’inoculation, l’animal ne 
; présente aucun trouble apparent. 

Le 15 octobre, tumeur saillante grosse comme un ceuf. — 26 octobre, 

i tumeur comme un gros ceuf de canard. La peau commence a s'ulcérer. 
: L’animal est sacrifié et le contenu de la tumeur ensemencé donne des 

eS cultures pures du microorganisme. 

i Expérience IT»— Rat blancde trés forte taille, inoculé le 9novembre, avec | 
une culture datant de 14 jours et provenant du rat précédent. Cet animal 

e.) survit, 


Pal 


O 


# En janvier 1896 il porte & la nuque une énorme tumeur qui lui masque 
presque la téte. Cette néoformation s’ulcére et se vide peu 4 peu de son 
contenu. En février il se produit a la périphérie un sillon d’élimination et la 

‘ poche tout entiére déja ratatinée se détache et tombe. L’animal est encore 

| en vie. 

. Experience III. — Rat blanc inoculé le 30 octobre avec culture venant du, 

3 rat n° 4 et datant de 4 jours. 

Le 9 novembre, la tumeur devient bien saillante. Le 2 février l’animal 

meurt. 

On trouve a l'autopsie, les poumons, la rate et les reins bourrés d’embo- 
ht lies parasitaires. Les poumons sont volumineux, durs et rigides comme dans 
Phépatisalion, et sont tachetés d’un semis de prints blancs si nombreux 
qu ils couvrent presque toute la plévre. La rate et les reins sont également 
couverts de petits grains blanes disséminés faisant légérement saillie a la 
surface. Le cerveau ne présente aucune altération. Tous les organes infectés 
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donnent des cultures pures du microorganisme. Le sang ensemencé reste 
stérile. 


. * } x 
_ Chez la souris grise l’inoculation donne également des pro- ~ a 
liférations abondantes du parasite dans le tissu cellulaire. 

Dans un cas type nous avons obtenu des tumeurs sous-cuta- 
nées multiples avec une culture datant de 3 jours et provenant 
d’un rat infecté. L’animal fut couvert de petites tumeurs se 
cohérentes de la grosseur d'une noisette, séteudant depuis la 
nuque, point d’inoculation, jusqu’au museau et a la racine des ae 
pattes antérieures. Cette souris meurt au bout d’un mois. Les es 
tumeurs donnent des cultures pures de la levure, mais le sang : 
4 n’en renferme pas. Oa y trouve cepenidant un petit coccus qui 
_. n/a rien de commun avec le parasite sous-cutané. Ce fait s’est 

renouvelé avec toutes les souris mises en expérience. 
Il semble done que la lésion locale prédispose les souris 
grises a des infections secondaires spontanées. Elles meurent de 
maladie intercurrente avant que le parasite sous-cutané ne soit 
L parvenu a les infecter. 
ae La souris blanche parait réceptive comme le rat. Il se déve- 
| loppe chez elle des tumeurs sous-cutanées sans infection immé- 
diate. Unanimal inoculéle 26 maidernier est encore en vie actuel- 
lement, au bout de 22 jours, et porte de cHaque cété, sous la 
nuque, deux, masses néoplasiques assez considérables. 

Chez le chien, l’effet des inoculations varie avec la dose. 

Avec une petite quanlité de semence, il se développe dans le 
tissu cellulaire de Ja nuque une simple induration qui persiste 
_-*~ pendant 8 a 10 jours et disparait ultérieurement sans laisser de 


EB 


traces. 

Avec des quantilés plus considérables de semence les résul- 
z tats sont différents. 
4 Un chien inoculé dans ces conditions, le 19 aott 1895, dans 
la région de la nuque, présente les jours suivants une induration 
de la grosseur d’une noix avec empatement périphérique. Le 
3 sixiéme jour l’empatement diminue; le huitime jour, il se forme 
assez brusquement un cedeme considérable qui gagne jusqu au 
museau et envahit méme les paupiéres. 

L’animal est sacrifié. Au point d’inoculation, le tissu cellu- 
laire est rempli de pus sanguinolent renfermaut une grande 
quantité du parasite. Le tissu cellulaire est nécrosé et limite une 
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poche anfractueuse qui, par des trajets irréguliers, s’étend jusque 
dans la région parotidienne. 

Il ne nous a pas été possible dans les scveriences précédentes 
d’entreprendre une étude complete et méthodique de la virulence 
de notre levure. Ce travail nous aurait entrainé beaucoup trop loin 
et nous le réservons pour une publication ultérieure. Il s’agis- 
sait simplement ici d’établir l’action pathogéne bien réelle de 
notre microorganisme, et de démontrer qu’il est bien l’agent des 
accidents observés chez l'homme, en reproduisant des lésions 
identiques chez les animaux. Nous croyons qu’a ce point de vue 
nos expériences sont suffisamment concluantes. 

En résumé, le parasite que nous étudions est pathogene 
pour le rat blanc, la souris grise et la souris blanche, animaux 
chez lesquels il produit des lésions sous-cutanées étendues, 
d’énormes végélations locales qui tant6t guérissent spontané- 
ment, tantot entrainent la mort. Celle-ci survient chez le rat 
blanc par infection chronique, avec production dans les organes 
de foyers métastatiques, mode d’envahissement qui rappelle 
celui de la carcinose généralisée. Dans ces conditions, le micro- 
organisme ne pullule pas dans le sang de l’animal qui succombe. 

' Comparaison avec les espéeces connues: — Notre levure est-elle 
bien réellement une espeéce nouvelle méritant une désignation 
propre? Pour ce qui est de l’analogie des levures, décrites par 
Sau-Felice, la question est facile & trancher. 

La variété qui fait ?objet de notre étude diflére certainement 
du Saccharomyces neoformans corame du Saccharomyces litogenes 
de cet auteur. Il suffit de rappeler que ces parasites sont patho- 
génes pour le cobaye alors que le notre est inoffensif. 

La variété décrite par Busse se rapproche incontestablement 
beaucoup de la ndtre. Il existe cependant des caracteres dilfé- 
rentiels bien tranchés. La levure de Busse pousse sur serum 
sanguin et donne parfois des voiles dans les liquides, landtre ne 
se développe pas sur sérum et pousse toujours en dépot sédi- 
menteux dans les liquides, sans trace de pellicule superficielle. 

Le microorganisme de Busse donne en bouillon ordinaire 
un dépot ope et crémeux, Je ndtre s’y développe a peine et ne 
fournit qu’un dépot floconneux, léger. 

Enfin nous ne voyons nulle part que Busse ait produit des 
végétations énormes comme celles que nous signalons. Busse 
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parle bien d'une grosseur au point d’inoculation, mais non pas 
@une tuméfaclion envahissante comme celle que nous obser- 
vons chez le rat, la souris et homme. Comme notre parasite 
se développe de préférence dans le tissu cellulaire sous-cutané 
et que cest.]a qu’il produit les Iésions les plus typiques, nous 
proposons de lui donner Je nom de Saccharomyces subcutaneus 
tumefaciens. 


MODIFICATIONS HISTOLOGIQUES DES TISSUS 


Chezl’homme, les tumeurs' parasitaires ont un aspect spécial. 
Ce sont des masses molles, laissant échapper 4 la coupe une 
substance muqueuse et collante, qui fit croire chez notre malade 
al’existence d’un myxo-sarcome forlement ramolli. Le contenu 
du néoplasme n’est formé réellement que par des tractus de 
tissu cellulaire infiltré et comme dissocié par l’énorme vég étation 
du parasite. Celui-ci est tellement abondant qu’il forme, par 
places, la presyue totalité de la masse et lui donne par ses 
capsules gélifiées la consistance muqueuse déja signalée. 

Les débris de Ussu qu'on trouve an centre du néoplasme 
sont simplement des cellules du tissu conjonctif, quelques fibres 
lamineuses, et des capillaires sanguins entourés par places d’une 
infiltration abondante de leucocytes. Ces divers éléments cir- 
conscrivent les mailles ‘d'un réseau dans lequel se logent les 
grosses spheres du parasite. Tout le contenu de Ja tumeur pré- 
sente une structure idenlique et n’offre en somme que peu de 
modifications histologiques a éludier. ' 

Il en est tout autrement des parois de la poche parasitaire. 
En cette région on trouve, entre les tissus sains et malades, une 
zone de transition dans laquelle existent des allerations 
histologiques plus accusées. On constate, en effel, dans la paroi 
de la tumeur, au voisinage immédiat des parties envahies, une 
couche de lissu ot prédomine une infiltration de petites cellules. 
Au dela, en se rapprochant des tissus intacts, existe une couche 
de fibres lamineuses bien conservées. 

La figure 6 (pl. V) représente un point de cette derniére région 

1. Nous emploierons au cours de cette description les mots : tumeur, néoplasme, 
a défaut d’autres; toutefois il est bien entendu quwil ne s’agit nullement ici de 


tumeurs ou de néoplasmes au sens histologique du mot, mais de simples végé- 
tations parasitaires au sein des tissus. 
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ov lon voit encore des tratnées de cellules s’infiltrer dans les 
interstices des faisceaux conjonctifs. Les parasiles sont en géné- 
ral logés dans des fissures du tissu ou dans des lacunes rem- 
plies d’un dépét de fibrine granuleuse, qui semblent étre des 
espaces lymphatiques. : 

Ailleurs ils se trouvent disséminés au milieu d’un tissu con- 
stitué par des petites cellules étroitement serrées les unes contre 
les autres. Ces éléments sont en partie des leucocytes immigrés, 
ainsi que le démontre l'état d’intégrité des fibres lamineuses et 


. des céllules conjonctives au voisinage immédiat des zones d’in- 


filtration cellulaire. 

Comme le montre notre figure 6, les noyaux des cellules 
conjonctives appliquées sur les faisceanx ne laissent voir aucun 
indice de prolifération cellulaire. Ce tissu parait conserver son 
aspect normal au milieu de l’envahissement de leucocytes qui 
s infillre dans tous les interstices. Ce fait n’est cependant pas 
absolument constant. Il existe quelques points dans nos coupes 
oules cellules fixes paraissent gonflées, avec unnoyau plus volu- 
mineux, et semblent contribuer & produire un véritable tissu de 
nouvelle formation. 

En général, dans lazone dinfiltration leucocytaire, les cellules 
se tassent autour du parasile et prennent aussi par places un 
aspect épithélioide. Elles affectent d’ailleurs des dimensions lrés 
variables et se transforment méme en grandes cellules géantes 
pourvues d’une couronne de noyaux périphériques ou a un amas 
nucléaire central (fig. 6 m). 

Un certain nombre de ces grandes cellules renferme des 
débris du parasite a |’état d’inclusion cellulaire (0). Le microor- 
ganisme logé dans le corps des cellules géantes perd sa capsule 
gélifiée et se réduit 4 une petite sphtre o rétractée, qui tantét 
se colore encore en quelques points, tantot reste Peet cen a tous 
les colorants (0’). 

On trouve enfin constamment dans les tissus humains des 
formes bourgeonnantes du parasile remplies de grains de 
chromatine a cdté d’autres qui semblent vides. 

Chez les animaux réceptifs, tel que le rat, les modifications 
des tissus au contact du parasite sont toujours trés peu accusées. 

La coupe d'une tumeur sous-cutanée présente chez le rat 
blanc le méme aspect que chez l'homme. Ce n’est pas un néo- 
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plasme, mais une véritable culture du microorganisme sur le 
vivant. Toute la masse n’est formée que par une énorme agglo- 
- mération de parasites munis de leurs capsules gélifiées et fale: 
ment tassées que c’est a peine si lon voit au milieu d’eux les 

_ __-vesliges du tissu conjonctif envahi. Il existe pourtant, et on le 
— _ retrouve plus abondant au voisinage de la surface de la tumeur. 

C’est cette région que représente notre figure 3. 

:, Ce qui frappe ici, c’est qu’on ne retrouve pas chez le rat une 
zone d infiltration Jeucocytaire comme chez homme. Les 
espaces laissés libres par les parasites sont occupés par des cel- 


lules fixes du tissu conjonctif & forme étoilée ou polygonale, _ a 
suivant la place dont elles disposent. La surface de notre coupe : a 
— répond directement a ia peau qui a été enlevée pour faciliter la : *j 
section au microtome. On y distingue des petites déchirures qui ae 
font nettement apparaitre les formes étoilées et ramiliées des ‘ 


cellules constituant la masse du tissu. A mesure qu’on s’éloigne 
de la surface de la tumeur, les parasites se tassent davantage, 
tandis que les cellules conjonclives prennent des formes de plus ‘a 
en plus gréles et effilées, circonscrivant les mailles d’un réseau 
que viennent renforcer par places quelques fibrilles conjonctives, 
des artérioles et des capillaires. 

Kn somme, ce qu'il y ade curieux dans cette énorme végéta- 
tion locale du parasite, c’est qu’elle s’accomplit sans provoquer a 
aucune réaction au sein des tissus. C’est a peine si, vers la sur- 
face ou le long des vaisseaux, on retrouve quelques traces d’infil- e 
tration leucocytaire; les tissus paraissent avoir subi passivement 
Venvahissement du microorganisme. 

Cette absence absolue de réaction des éléments histolo- 
giques se retrouve également dans la coupe des organes envahis. 

Dans un poumon de rat embolisé (fig. 7.), et tellement 
envahi quill semble ne former qu'un bloc de parasites, les tissus 
sont 4 peine modifiés. 

On peut voir, dans la coupe représentée, commentle microor- 
eanisme pénetre l’organe. Il s’y accumule en effet tout d’abord 
dans les travées interalvéolaires (p), qui s’épaississent énormé- 
ment au contact de cet envahissement (7). Bientdt le parasite sou- 
leve la paroi (ft) et fait saillie peu & peu dans la lumitre de l’al- 
véole en s’entourant d'une zone de cellules endothéliales (¢). Il 
tombe en dernier lieu dans l’alyéole méme, entrainant avec lui 
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un petit amas de cellules (s). Les cavités du poumon sont ainsi 
graduellement envahies et en certains points totalement 


obstruées par des masses de parasites accompagnées de quel- 


ques éléments cellulaires. 

Tout ce processus évolue cependant avec un calme étonnant: 
il n’existe dans le poumon, ni congestion, ni hémorrhagies, ni 
exsudats abondants, ni foyers inflammatoires. Rien qu’un peu 
de pneumonie desquammative et d’épaississement des travées 
interalvéolaires. 

Dans la coupe du rein et de la rate, on observe les mémes 
faits. Les parasites forment ici des amas disséminés sans que les 
tissus paraissent subir aucune modification importante. 


CONCLUSIONS 


1° Le parasite trouvé par nous dans le tissu cellulaire de 
Vhomme est une levure analogue a celles décrites par Busse et 
San-Felice, mais distincte de ces variétés par des caracteres 
bien tranchés. Nous luidonnonsle nom Saccharomyces subcutaneus 
tumefaciens. 

2° Notre parasite se présente sous la forme d’une cellule 
libre ou munie d’une capsule gélifiée suivant qu’elle pousse en 
culture ou dans les tissus vivants. La forme encapsulée n’est 
pas exclusivement propre a état parasitaire, on laretrouve dans 
les vieilles cultures en milieu sucré. 

3° Le Saccharomyces subcutaneus tumefaciens pousse particulie- 
rement bien sur les milieux acides et neutres. I intervertit le 
saccharose et produit a ses dépens de I’alcool éthylique et de 
Pacide acétique. 

Il donne les mémes réactions avec le modt de biere naturel 
et allaque le glycose quand ce dernier est dissous dans l’eau de 
levure. Il n’atlaque dans aucune solution artificielle le maltose 
ni le lactose a 37°. 

4° Le Saccharomyces tumefaciens produit chez homme des 
tumeurs sous-culanées multiples qui peuvent s’ulcérer et res- 
semblent al’ceil nu a des myxo-sarcomes ramollis. A l’examen 
histologique, ces tumeurs n’offrent aucune texture histologique, 
et se décelent comme n’étant qu’une énorme infiltration parasi- 
taire s’accompagnant, surtout au niveau des limites des tissus 
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sains, d’une diapédese et d’un envahissement leucocytaire abon- 
dant. 


5° Le Saccharomyces subcutaneus est pathogene pour le rat, 
la souris, le chien etle lapin. Il reproduit chez le rat et la souris 
des tuméfactions sous-cutanées aualogues a celles de l'homme, 
et peut tuer l’animal’par infection chronique. 


EXPEICATION DES FIGURES (PL. IV ET V.) 


Fig. I. — Culture sur gélose, au bout de 48 heures d’étuve a 37°: on y 

voit une forme de multiplication anormale x. 

Fig. LU. — Culture en soiution de peptone acide et sucrée. : 

Formes en chapelets et forme sphérique. Rareté des grains réfringents. 

Fig. 11. — Culture vieille de 1 mois 1/2 en solution de peptone acide 
sucrée. — Reproduction de la forme parasilaire. 

Fig. IV. — Formes parasitaires diverses munies de grosses capsules 
gélifigées. Coloration par le vert de méthyle acétique. 

1, — Cellule ot le protoplasme chargé de grains de chromatine forme 


une calotte au niveau du pole geriminalif et s’étend dans le bourgeon. — 
p 8 s 


c) Gros grain réfringent. (h) Substance incolore représentant des enclaves. 
2, — Cellule ot les grains de chromatine remplissent tout le protoplasme. 
3 et 6. — Cellule ot les grains de chromatine sont disposés en couronne 


autour d’un espace clair central. 


* 


5. — Cellule ne contenant que deux petils grains de chromatine et 
paraissant vide. 

Fig. V. — Coupe de la tumeur d’un rat au niveau de la surface. La 
peau a été enlevée pour faciliter la coupe. Les parasites sont séparés par 
des cellules fixes du tissu conjonctif. 

Fig. VI. — Coupe des parois de la tumeur humaine montrant la réac- 
tion du tissu au contact du parasite, m, cellules géantes contenant des 
parasites n. 

Fig. VII. — Coupe d’un poumon de rat embolisé, montrant les travées 
interalvéolaires épaissies logeant des nids de parasites qui, par places, 
tombent dans I’alvéole. 

Indications générales. — A. Cellule de levure forme libre. — B. Cellule 
de levure, forme en chainette, fréquente en milieux sucrés acides. — D. 
Cellule de levure avec capsule hyaline, forme du parasite dans les tissus 
ou dans de vieux milieux sucrés. — a. Paroi propre. — 6. Amas formé par 


“des petits grains de chromatine disséminés dans le cytoplasme. — c. Grain 


réfringent. Substance nutritive de réserve logée dans le protoplasme. — 
d Espace clair, enclave protoplasmique. — /. Bourgeon en voie de déve_ 
loppement. — g. Capsule gélifiée. — h. Fspace clair homogéne ne se colo- 
rant pas, Vacuole. — m. Cellule géante. — 2. Cellules du tissu conjonctif 
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en proliferation. — 0. Parasite phagocyté logé dans une cellule géante. 
—o'. Débris de parasite dans une cellule géante ne se colorant plus. — p. 
Travées interalvéolaires du poumon épaissies. — q. Nids de parasites logés 


ee dans les travées. —*t. Parasites faisant sailiie dans l’alvéole et soulevant 
E i: : la paroi. — s. Parasites tombés dans Valvéole avec cellules endothéliales. a 
on: — r. Bronche contenant des parasites. — v. Cellule du Paeae vide. — 2. 2am 
a Forme de bourgeonnement anormale. a = 


2 
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— 4. — San-Fentce. Ueber die pathogene Wirkung der Blastomyceten. 

Zeitschrift fur Hygiene, tome XXI, p. 32, 1895, et tome XXI, p. 394, 1896. 

a 3, — Marrucci et Sirtzo. Osservazione ed esperimenti ad un blastomiceto 

= patogeno con inclusione dello stesso nelle cellule dei tessuti patologici. = 
a Policinico, 1895, vol. Il, 1895, p. 138. SS 
cee * 6. — Lypia Rasrinowirscu. Untersuchengen uber pathogene Hefearten. 

z «i Zeitschrift fur Hygiene, tome XXI, p. 44, 1895, 7 
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LES TOXINES ET L’ELECTRICITE 


Par L.-A. MARMIER : 


L’électricité agit-elle, par elle-méme, sur les toxines bacté- 
riennes, indépendamment de tout autre phénomeéne secondaire, 
telle est la question a laquelle MM. Smirnow et Kruger, pour 
les courants continus', MM. d’Arsonval et Charrin, pour les 
courants a haute fréquence?, ont répondu par |’affirmative. 

Dans ses trois mémoires sur cette question, M. Smirnow 
signale bien des actions chimiques accompagnantl’électrolyse de 
Ja toxine diphtérique, telle Ja décomposition des sels de cette 
substance; mais ce n’est la, pour lui, qu’une chose accessoire, et 
le passage du courant électrique dans la toxine lui semble étre 
la condition nécessaire et suffisante de la formation de son anti- 
toxine. 

De méme, MM. d’Arsonval et Charrin attribuent a des ébran- 
lements moléculaires trés rapides, produils au sein du liquide 
par les courants a haute fréquence, les atténuations qu’ils décou- 
vrent dans la toxine diphtérique traitée par ces courants. 

[l pouvail étre intéressant de vérifier les observations de ces 
divers expérimentateurs; c’est ce que }’ai tenté ici. 

Qu’il me soit permis d’exprimer ma reconnaissance a 
MM. Violle et Brillouin, maitres de conferences a Ecole normale 
supérieure, qui m’ont admis dans leur laboratoire. Je ne saurais 
trop remercier également mon maitre, M. le D" Roux, pour les 
précieux encouragements qu'il ne cesse de me prodiguer. Enfin 
je ne puis oublier tout ce que je dois &mon ami M. Henri Abra- 

4. G. A. Suirnow, Ueber die Behandlung der Diphterie mit Antitoxinen, die 


ohne Vermittelung des thierischen Organismus darstellbar sind. (Berliner kli- 
nische Wochenschrift, 23 juillet 1894, p. 683.) 

G. A. Suirnow, Ueber die Behandlung der Diphterie mit kiimstlich darges- 
tellten Antitoxinen. (Berliner klinische Wochenschrift, 1895, p. 645 et 675.) 

S. Kriicer, Ueber die chemische Wirkung der Elektrolyse auf toxische und 
immunisirende Bacteriensubstanzen. (Dewtsche medicinische Wochenschrift, 23 mai 
1893, p. 334.) 

2. D’Arsoxvat et Cuarrtn, Action des courants a haute fréquence sur les 
Toxines bactériennes, (Comptes rendus, Académie des Sciences, 10 février 1896.) 
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ham quia bien voulu m’aider dans l’exécution de ce travail et a 
été ainsi pour moi un précieux collaborateur. 


* COURANTS CONTINUS 


Jusqu’a présent, on ne connaissait qu'un seul mode de pro- 
duction des antitoxines : celui mis en usage pour la sérothérapie. 
M. Smirnow fait dériver l’antitoxine dela toxine, par un pro- 
cédé physique. Pour cela, il soumet la toxine al’électrolyse dans 
un tube en U, muni d’un robinet dans la partie recourbée. Voici 
ce.qu’il remarque alors: Par électrolyse d’une culture en bouil- 
lon, le liquide devient plus foncé au pole négatif et plus clair 
au pole positif. Puis, au bout d’un certain temps, le liquide 
s’éclaircit 4 la cathode. M. Smirnow fait remarquer que la prin- 
cipale difficulté de la préparation des antitoxines par ce procédé 
consiste dans la détermination de la durée du courant nécessaire 
pour arriver au résultat le plus favorable. Il est préférable d’em- 
ployer un courant. faible pendant longtemps; un courant de 
grande intensité pendant peu de temps donnant de mauvais 


résultats. Toutefois, une fois lantitoxine formée, l’action ulté- ~ 


rieure du courant, méme faible, parait diminuer les propriétés 
curatives de la liqueur. [1 recommande d’employer un courant 
de 80 milliamperes pendant au moins 16 a 18 heures. Il lui 
semble que c’est lorsque le liquide alcalin de la cathode arrive 
au maximum de décoloration que l’on doit interrompre l’opé- 
ration pour avoir l’antitoxine la plus efficace. Ainsi un lapin, 
inoculé préalablement avec une culture diphtérique, a un abais- 
sement plus ou moins notable de la température, deux ou trois 
heures apres ]’inoculation de 8 10 c. c. de la toxine électrolysée. 
Voulant traiter par le méme procédé des cobayes infectés, il 
ne réussit pas. Il trouve alors que la durée de l’électrolyse doit 
étre déterminée, en outre, par un degré convenable d’acidité de 
anode, celte acidité étant exprimée par le nombre de centimetres 
cubes de la solution normale de soude nécessaire pour neutraliser 
1c. c. de la liquenr. Il faut arriver 4 une acidité de 1,2 pour 
obtenir une survie des cobayes traités sur les cobayes témoins. 
Il remarque de plus que, pour obtenir une bonne antitoxine, 
il est nécessaire que l’on ajoute a Ja fin de ’opération cerlaines 
substances & la liqueur, de facon a ce que la teneur du liquide 
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en sels soit la méme avant et apres l’électrolyse. Il est égale- 
ment bon d’attendre plusieurs jours entre la fin de l’électrolyse 
etle moment ow l’on ajoute ces substances. 

Plusieurs des cobayes trailés par M. Smirnow ont survécu et 
Yauteur attribue ces succes & ce que les multiples conditions 
- quwila assignées a Vélectrolyse se sont trouvées réalisées dans 

ces cas. Tout cela est évidemment peu précis. 

Quand on répéte cette expérience, on constate, comme il était 
naturel de s’y attendre, une odeur de chlore assez forte. La 
toxine contient toujours en effet une proportion plus ou moins 
grande de sel marin. On sait quels oxydants énergiques sont les 
liquides obtenus par l’électrolyse des solutions de ce sel, par 
suite de la formation possible d’hypochlorites, chlorates, ete. 

Il faut ajouter que loxygeéne électrolytique contient un peu 
d’ozone et que les électrodes peuvent étre le sige d’actions ther- 
miques qui ne sont pas toujours négligeables. 

Si Pon songe maintenant & la fragilité des toxines vis-a-vis 
d@agents oxydants tels que ceux qui se forment dans cette opé- 
ration, on ne sera pas étonné de la rapide disparition de ces poi- 
sons quand on soumet a l’électrolyse les liquides ow ils se trou- 

_ vent dissous. On arrive ainsi assez vite & une liqueur qui n’est 
plus toxique pour les animaux (du moins a des doses inférieures 
a 20 c. c.); 4 ce moment, ilne m’a pas semblé que la liqueur 
eit la moindre propriété immunisante ou curative. Mais si l’on 
prolonge la durée de Vélectrolyse, comme le recommande 
M. Smirnow, on arrive 4 un point ot l’acidité du pdle positif est 
neutralisée par un volume a peu prés égal d'une solution nor- 
male de soude. J’ai dosé par l’acide arsénieux et liode 
la quantité d’hypochlorite restant 4 ce moment dans la 

liqueur. 

J'ai ainsi trouvé pour un liquide, dont 1c. c. était neutralisé 
par 0° 9 dune solution normale de soude, une quantité 
d’hypochlorite titrant 28,36 (ou 0!,95) de chlore par litre. La 
toxine est donc transformée en une vérilable solution d’hy- 
pochlorites. 

Les expériences de M. Smirnow doivent donc étre vraisem- 
blablement rapprochées d’autres expériences inédites faites par 
M. L. Martin, chef de laboratoire a l'Institut Pasteur, sur la 
valeur curative des hypochlorites dans la diphtérie. 


4 


eae 
By ea 


Po Peer 


Ft 
re 


ONY .. 
DY Re ee 


*€ 


x 


Te Kam P 
See ee ts ARE 


ae a 


oi 


e 


Belts Seah 


bd 


A Oe 
y 


“ee 


ee ot 


ek gee 
ie KPa ey 


5 


oe 
% 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Voici d’ailleurs, entre autres, deux expériences que M. Martin 
a eu l’obligeance de me communiquer. : 

Exerrmnce ; On injecte sous la peau d’un cobaye de 440 grammes 
1/10 c. ¢. de toxine diphtérique, dose qui tue en 40 heures les cobayes témoins, 

24 heures apres inoculation de la toxine, on injecle au cobaye Ic. c. 5 
@une solvtion d’hypochlorile de soude-a 1/30, contenant environ 01,15 de 
chlore par litre. Le cobaye a une survie de 3 jours. 

Expérence: On inocule sous la peau d’un cobaye 1/3 c. c. d'une cul- 
ture diphlérique virulente agée de 24 heures. Puis, 2 heures plus tard, tout 
autour du point d'inoculation, on injecte de petites quantilés d hypochlorite 
de soude. Le cobaye a survécu un mois. . 

Il faut ajouter que, dansles expériences de M. Martin, les quan- 
tités d’hypochlorite injectées ont été cerlainement plus faibles 
que dans les expériences de M. Smirnow. 

En résumé, il ne semble donc pas que les courants conlinus 
aient amené, indépendamment de toute action chimique secon- 
daire, des modifications dans la toxine diphtérique. ; 


COURANTS ALTERNATIFS A HAUTE FREQUENCE " 
Pour éliminer de l’action de J’électricité sur les toxines ces 
influences secondaires d’ordre chimique, MM. d’Arsonyal et 
Charrin ont été conduits aadopter les couranis alternatifs & haute 
fréquence. Dans leurs expériences, la fréquence employée, cal- 
culée d’aprés Ja formule de lord Kelvin, était de 225,000 par 
seconde. L’intensité efficace du courant traversantlatoxine élaitde 
750 milliamperes et la densité moyenne du courant de 250 milliam- 
peres par cenlimétre carré. La toxine était contenue dans un 
tube en U; le courant était amené par deux fils de platine et 
le tube en U était plongé dans un vased’eau glacée afin d’éviter 


«“ 


tout échauffement du liquide pendant le passage du courant. 


En traitant de cette facon, pendant un quart d’heure, une 
toxine diphtéritique trés active, ils ont pu en injecter ensuite 
2c. c. 5 atrois cobayes et avoir chez l’un une survie de 3 jours 
sur les témoins, les deux autres éLant encore vivanlts douze jours 
apres inoculation. 

Trois autres cobayes furent traités de la méme facon, puis 
inoculés au bout de 7 jours avec 0 c. c. 5 de culture diphtérique 
L’un deux seulement mourut, les deux autres étaient aoe 
vivants 7 jours apres linoculation. 
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Les conclusions du travail de MM. d’Arsonval et Charrin 
furent donc les suivantes : 

1° La haute fréquence atténue les toxines bactériennes ; 

2° Les toxines ainsi atténuées augmentent la résistance des 
animaux auxquels on les injecte. 


Dans mes expériences, je me suis servi du dispositif employé 
par MM. d’Arsonval et Charrin. 

Un courant alternatif passe dans le primaire d’une bobine 
Carpentier grand modéle. Le secondaire de la bobine est relié 
aux armatures exlérieures de deux grandes jarres et & ua micro- 
métre a élincelles, entre les boules duquel on souffle l’arc. 

Les armatures intérieures de ces condensateurs sont reliées 
par un solénoide. Des deux extrémilés du solénoide partent, en 
dérivation, deux fils amenant le courant aux deux extrémités du 
tube contenant Ja loxine. 

Les condensateurs employés étaient des jarres du commerce 
de 14 centimetres de diametre et recouvertes de papier d'étain sur 
35 centimetres de hauteur. L’épaisseur du verre était de 3 milli- 
métres. 

Le solénoide était conslitué par 54 spires d'un fil de 2™™, 2 
de diamétre, enroulé sur une éprouvette a pied de 76 millimétres 
de diamétre. Le fil occupait sur celte éprouvelte une longueur 
de 15 centimétres et était soigneusementisolé ala paraffine. En 
outre, il y avait 1", 20 de ce fil de cuivre pour relier le solénoide 
aux armatures des condensateurs. 

D’aprés ces mesures, le nombre des oscillations, calculé d’aprés 
la formule de lord Kelvin, 


T =22V.CL 


ou T représente Ja durée de loscillation, C, Ja capacité du con- 
densateur, L,le coefficient de self-induction du solénoide, serait 
au moins de l’ordre de 500,000 par seconde, si tant est que cette 
formule soit applicable au cas actuel. 

Dans chaque expérience, V’intensité efficace du courant était 
mesurée au moyen d'un calorimetre, constitué par un tube en U 
contenant de l’eau légerement salée. Le tube était placé dans 
une enceinte de fagon 4 diminuer la chaleur perdue par rayon- 
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nement; cette quantité de chaleur était d’ailleurs évaluée cha- 
que fois. Cet appareil était gradué par comparaison avec des 
courants continus. 

En mettant en dérivation aux poles du solénoide un tube en 
UJ contenant de la toxine, on voit de légéres bulles gazeuses se 
former le long des fils de platine. De plus, si l’on se place dans 
Vobscurité, on remarque qu'il se produit des étincelles au sein 


‘de ces bulles. Aussi, pour éviter tout échaulfement local par 


suite de la présence d’électrodes constituéespar des fils métalli- 
ques, j’ai remplacé, au contact de la toxine, ces fils par des 
lames de platine. Dans ces conditions, les élincelles disparaissent 
et on ne distingue plus de dégagement gazeux. Il se produit, 
peut-étre, encore une légére électrolyse, mais, avec la toxine 
dont je me suis servi, je n’ai pas pu mettre en évidence la for- 


mation d’hypochlorites, méme apres une demi-heure d’expé- 


rience, faite comme il sera indiqué plus loin. 

Faisant alors passer le courant dans un tube en U de 2 cen- 
timétres de diamétre, on a, en quelques instants, une ébullition 
violente du liquide. Il est done nécessaire de refroidir le tube 
contenant la toxine. Comme |’ont fait MM. d’Arsonval et Char- 
rin, j'ai mis l’appareil dans l’eau glacée. 

Malgré cela, et en employant un courant de méme densité 
que celui dont ils se sont servis, léchauffement produit par le 
courant est encore assez puissant pour amener le liquide a l’ébul- 
lition en moins de 4 minutes. 

Pourse rendre compte de la fagon dont se produit cet échauffe- 
ment, on a introduit, dans une des branches du tube en U, un 
tube de verre concentrique, de facon a partager le liquide en 
deux couches: une annulaire périphérique, dans laquelle plon- 
geait l’électrode. en platine, et une intévieure, communiquant 
librement en haut et en bas avec le reste du liquide. Faisant 
alors passer le courant, on constate que, lors de l’ébullition, les 
bulles de vapeur partent de toutes les surfaces, aussi bien des 
fils métalliques et des parois du tube en U que des parois exté- 
rieure et intérieure du tube intérieur. La toxine est donc 
échauffée par le courant dans toute sa masse. 

Il est certain que dans l’expérience faite par MM. d’Arsonval 
et Charrin la toxine n’avait pas chauffé comme dans l’expérience 
que je viens de rapporter. Il suffit en effet pour cela d’une moin- 
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dre épaisseur des parois du tube en U et aussi d’une plus grande 
proportion de sels dans Ja toxine employée. Mais, étant donnée 
la sensibilité de ces corps la chaleur, il importait, pour répéter 
leur expérience, de se mettre le plus possible & l’abrid’une 6lé- 
vation un peu grande de la température. 

Pour cela, j’aimis la toxine dans un tube en U a longue 
branche horizontale, de faible diametre, et en verre mince, 
‘de fagon & augmenter le refroidissement. Les portions ver- 
ticales de lappareil étaient composées de deux parties : une 
partie inférieure, courte, était la continuation de la branche hori- 
zontale; une partie supérieure-de quelques centimétres offrait 
un diamétre un peu plus considérable et était reliée 4 la précé- 
dente par un tube de caoutchouc. La toxine remplissait cet 
ensemble jusqu’a une hauteur de quelques centimétres dans le 
tube large ott le courant était amené par des lames de platine. 
On avait ainsi un appareil avec de véritables électrodes liquides. 
Apres la fin de l’expérience, les caoutchoucs de communication 
étaient fermés par des pinces, et l’on pouvait ainsi inoculer a 
différents animaux : d’une part, la partie supérieure de la toxine 
contenue dans les larges tubes verticaux, et d’autre part celle 
qui était contenue dans le tube fin horizontal. 

Tout l'appareil était maintenu dans de Veau glacée pendant 
le passage du courant. 

J’ai alors fait une expérience avec un potentiel explosif de 
13,000 volts, le tube horizontal ayant une capacité de 9 centi- 
metres cubes et une longueur de 55 centimetres ; le diamétre des 
tubes verticaux était de 7 millimetres. 

L’intensilé efficace du courant, mesurée d’apreés |’échauffe- 
ment du calorimatre, a été de 60 milliamperes, ce qui donne une 
densité de courant de 360 milliampéres par cent. carré pour la 
portion inférieure du tube, et de 160 milliamperes par cent. carré 
pour Ja portion supérieure. 

Un thermomitre plongeant dans la partie supérieure de la 
toxine diphtérique a marqué 81° en 12 minutes. 

Etant donnée la température atteinte ici par la toxine diph- 
lérique, j'ai jugé inutile de l’inoculer 4 des animaux. Mais cette 
expérience montre que les précautions prises contre l’échauffe- | 
ment ne sont pas encore suffisantes. AuSsi, ai-je soumis la toxine 
4 action du courant de facon intermittente, augmentant plus ou 
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moins la longueur des arréts, de fagon a obtenir un refroidis- 
sement plus efficace par l’eau glacée. 

Outre lintensité efficace du courant, il pouvait étre intéres- 
sant d’avoir la quantité d’ énergie dépensée dans le liquide soumis 
a l'action de l’électricité. Pour mesurer cette quantité d’énergie, 
apres chaque expérience Ja toxine était remplacée par une 
colonne d’eau présentant la méme résistance que la toxine. En 
mesurant |’échauffement de cette colonne d’eau, rien n’était plus’ 

_ simple que de calculer l’énergie dépensée. 

Mes expériences ont porlé sur du venin de serpents et sur 

les Loxines diphtérique et tétanique. 


A. —*EXpmRIENCES FAITES AVEC LE VENIN DE SERPENTS. 


M. Phisalix, répétant sur du venin de serpents les expé- 
riences que MM. d’Arsouval et Charrin avaient faites avec la 
toxine diphtérique, arrive a la conclusion que les courants a 
haute fréquence alténuent le venin ‘. 

Je me suis servi, pour mes expériences, d’un mélange de 
venins que M. le docteur Calmelte, directeur de l'Institut Pas- 
teur de Lille, aeu l’amabilité de m’envoyer. Ce veninest le méme 
que celui qui sert aimmuniser les chevaux pour oblenir Je sérum 
anli-venimeux. C’est un mélange de venins de Cobra, de Bothrops 
lanceolatus de la Martinique, d’Hoplocephalus d’Australie et de 
Pseudechis porphyriacus d’Australie. Ce mélange n'est pas modifié 
par ie chautfage jusqu’a 90°; mais, 4 parur de cette température, 
il perd progressivement de son activité. 

Ce venin fut soumis a !’action des courants a haute fréquence 
en employant le dispositif décrit ci-dessus. 

Experience I. — La partie inférieure du tube a électrolyse 
contient 2°, 7 de venin surune longueur de 14 centimetres. Le dia- 
-métre des tubes supérieurs est de 8™™, 2. Le venin est soumis a 
action du courant pendant 25 minutes; il y a eu un arrét de 
3 minutes apres la 7° minute. 

Le polentiel explosif était de 20,000 volts. On avait comme 
force électromotrice sur le venin du tube inférieur environ 
1,000 volts par centimétre de longueur. Mais le venin avait une 

' grande résistance, et, malgré cette force électromotrice considé- 


1. Voir Comptes rendus de la Société de bioiogie, séance du 29 février 1896. 
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rable, il ne laissait passer, comme courant efficace, que 13 mil- 
liampéres, correspondant a une densité de 68 milliamperes par 
_ cent. carré pour le tube inférieur et de 25 milliamperes par cent. 
carré pour Jes tubes supérieurs. 

Le venin fut ensuite inoculé a des lapins de la fagon suivante : 


4. Temoins. 


2/3 c. c. de venin tuent un Japin de 2,700 grammes en 3 heures. 

1/3 c. c. de venin tue un lapin de 1,900 grammes en 4 heures. 

1/3 c.c. de venin, inoculé & un lapin de 2, ae grammes, ne le tue pas, 
mais le lapin a été tres malade. . 


2. Animaux inocules avec levenin contenu dans les larges branches verticales’ 


2/3 ¢. ¢. de ce venin tuent un aS de 2,400 grammes en moins de 
4 heures. 
1/3 c. c. tue un lapin de 2,000 grammes en moins de 4 heures. 


3. Animausxr inoculés sur le venin contenu dans la partie horizontale du tub, 


2/3 c. c. tuent un lapin de 2.500 grammes en moins de 4 heures. 

1/3 c. c. tue un lapin de 2,100 grammes en 4 heures. 

1/3 c.c. ne tue pas un lapin de 2,550 grammes; toutefois ce lapin a élé 
trés malade : il est resté étendu sur le flane a partir de la 3¢ heure qui a 


suivi son inoculation. Il a été certainement plus atteint que le témoin qui 


avait recu la méme dose que lui et qui a résisté. 


Il résulle de cette expérience qu'il n’y a eu aucune atténua- 
tion du venin par suite du passage du courant, et cela, malgré la 
force électromotrice a laquelle était soumis.le venin, force qui est 
peut-eire un des facteurs de l’ébranlement moléculaire. 

J’ai fait une deuxiéme expérience en employant des courants 
plusintenses. Pour cela, j’aimis dans le tube a électrolyse ce qui 
me restait du venin ayant servi a l’expérience I, et j’ai achevé de 
remplir |’ appareil avec du venin frais auquel on avait ajouté un 
peu de sel marin pour diminuer sa résistance. 

Expérience Il. — La partie inférieure du tube a électrolyse 
contient 3°, 5 de venin sur une longueur de 15 centimétres envi- 
ron. Le diamétre des tubes supérieurs est de 9 millimétres. Le 
venin est:soumis a l’action du courant pendant 21 minutes et 
demic, dont 5 minutes et demie avec une intensité efficace bien 
supérieure a celle des 16 derniéres minutes. 

Dans cette expérience, je faisais passer le courant pendant 
2 minutes et je m’arrétais 2 minutes. 

Pendant les 16 derniéres minutes, lintensité efficace du 
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courant a été de 64 milliampéres, ce qui correspond & une den- 
sité de 270 milliamperes par cent. carré pour le tube inférieur 
et de 100 milliamperes par cent. carré pour les tubes supérieurs. 

L’énergie dépensée dans le venin a été, par minute, de 
235 petites calories dont 210 pour la partie inférieure, ce qui fait, 


pour celte partie, 60 petites calories par minute et centimetre 


cube. Cette quantité d’énergie est donc telle qu'il y aurait eu, 
dans le venin, une élévation de température de 1 cee par 
seconde sans le refroidissement. 

Voici les résultats des inoculations du venin aux animaux 
apres le passage du courant. 


1. Témoins : Les témoins sont les mémes que ceux de ]’expérience I. 


2. Animaua inoculés avec la partie supérieure duvenin: 
4c. c, tue un lapin de 2,280 grammes en moins de 3 h. 30. 
2/3 c. c. tuent un lapin de 2,100 grammes en moins de 2 heures. 
1/3 c. c. tue un lapin de 1,920 grammes en 3h. 30. 
* 
3. Animaus inoculés avec la partie inferieure du venin : 


4/2c. c. tue en 6 heures un lapin pesant 2,150 grammes. 
6/15 c.c. tuent en 10 heures un lapin pesant 2,500 grammes. 
6/15c. c. tuent en moins de 4 heures un lapin pesant 1,870 grammes, 
6/15 c. c. tuent en 3 heures un lapin pesant 1,920 grammes. 

Un peu moins de 5/15 c. c. inoculés a un lapin de 2,350 grammes ne le 
tuent pas, mais le lapin a été trés malade. 


En résumé, aucune atténuation du veninn’a pu étre obtenue 
dans ces expériences, malgré une dépense d’énergie considérable, 
qui aurail suffi pour faire bouillir ce liquide en quelques minutes 
sans le refroidissement, 


B. — ExpirieNcks AVEC LA TOXINE DIPHTERIQUE. * 

Je ne citerai que l’expérience suivante : 
Experience HI. — Le tube inférieur contient 6°,2 de heed. 
diphtérique sur une longueur de 39 centimetres ; le diamétre du 
tube supérieur est de 7,2, 

Le courant était interrompu de 2 & 3 minutes apres chaque 
passage de 2 minutes. 

L’intensité efficace du courant a été de 77 milliamperes, ce 
qui donnait une densité de courant de 190 milliamperes par 
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cent. carré pour les branches verticales et de 480 milliamperes 
par cent. carré pour la branche horizontale. 

Le courant a passé pendant 20 minutes. 
me L’énergie dépensée dans la toxine a été de 465 petites calo- 
_ ties par minute, dont 390 pour la partie inférieure du liquide, ce 
‘qui fait 62 petites calories par minute et par centimetre cube. 
(4 Cette toxine fut ensuile inoculée a des cobayes. Voici les 
résultats des inoculations : 
; 
| 
| 


+ E Doses Ree 3 Animaux inoculés a ] Ani i 
1 enc.c. Animaux témoins, partie inférieure de i, toxins: aie sapere de neue 
! 1 
a 4/10 Cobaye 505 grammes 
Mort en 54 heures. 
Sie Cobaye 475 grammes | Cobaye 520 grammes | Cobaye 680 grammes 
/ Mort en 22 heures. Mort en 36 heures. Mort en 56 heures. 
OAS Cobaye 540 grammes | Cobaye 490 grammes | Cobaye 420 grammes 
aa Mort en 75 heures. Mort en 60 heures. Mort en 80 heures. 
a Ao Cobaye 660 grammes | Cobaye 620 grammes 
/ Mort en 50 heures. Mort en 60 heures. 
ag Cobaye 810 grammes | Cobaye 780 grammes 
4/15 Mort en 60 heures. Mort en 24 heures. 
sas | Cobaye 585 grammes 
Mort en 60 heures. 
14/18 Cobaye 830 grammes 


; Mort en 36 heures. 


Par conséquent, il ne semble pas y avoir eu d’atténuation 
de Ja toxine diphtérique 4 la suite du couranta haute fréquence. 

J’ai fait plusieurs expériences avec cette substance, en em- 
ployant des courants dont les densités ont varié de 110 a 
600 milliamperes par cent. carré. En prenant les précautions 
que j’ai indiquées, je n'ai jamais eu le moindre abaissement de 
toxicité de cette substance, et cela, malgré de grandes dépenses 
d’énergie et des forces électromotrices qui ont atteint 1,000 volts 
par centimétre de longueur de la toxine. 


C. — Expitrtences AVEC LA TOXINE TETANIQUE. 


Ces expériences ont 6té faites avec de la toxine tétanique qui 
a 6té gracieusement mise 4 ma disposition par M. Vaillard, mé- 
decin principal au Val-de-Grace. Je n’en citerai qu'une : 
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Experience [V. — Le tube inférieur contient 5°, 5 de toxine 
tétanique. Le diamétre du tube supérieur est de 7, 8. L'inten- 
sité efficace du courant a élé de 71 milliamperes, ce qui donnait 
une densité de 150 milliampéres par cent. carré pour Jes bran- 
ches verlicales et de 520 milliamperes par cent. carré pour la 
portion horizontale. 

Le courant était interrompu de 2 4 3 minutes aprés chaque 
passage de 2 minutes; il a passé pendant 21 minutes. 


L’énergie dépensée pendant celte expérience dans la toxine | 


tétaniquea été de 480 petites calories par minute, dont 430 dans 
la partie inférieure du tube. On avait donc, dans cette toxine, une 
dépense d’énergie de 76 petites calories par minute et certi- 
métre cube. 

Les résultats des inoculations ont été les suivants : 

Des doses inférieures a 1/30 c. c. tuent des souris en moins 
de 20 heures, aussi bien celles qui ont été inoculées comme 
témoins que celles inoculées avec la partie inférieure de la toxine. 

4/15 c.c. de la partie supérieure de la toxine tue deux sou- 
ris en moins de 20 heures. 

1/30 c. c. decette méme partie supérieure tue une souris en 
moins de 20 heures et l’autreen 25 heures. 

Avec des cobayes, j'ai eu les résultats suivants : 

Les animaux ayant regu des doses inférieures 4 1/30 oc. c¢., 
soit de la toxine non traitée, soil de la partie inférieure de la 
toxine traitée, sont tous morts en moins de 36 heures. 

Ceux qui ont recu la méme quantité de la partie supérieure 
de la toxine traitée sont morts entre la 30¢ et la 68° heure. 

Je n’ai done pas pu mettre en évidence l’atténuation de la 
toxine tétanique par les courants 4 haute fréquence. 


CONCLUSIONS 


Les courants continus ou alternatifs de basse fréquence 
détruisent les toxines bactériennes par la production d’hypo- 
chlorites et de chlore au sein de ces toxines. 

Je n'ai pu obtenir la moindre alténuation de ces liquides par 
les courants a haute fréquence. 
Eee 


Le Gérant : G. Masson. 
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